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OZET

Bu calismada atorvastatin ve rosuvastatinin ER stresi, mitokondriyal hasar, apoptoz
indiiksiyonu yaparak RD hiicre hatlarinda miyopatiye neden oldugunu gosterdik, ayrica bu
yolaklarda CAPE (kafeik asit fenetil ester) kombinasyonunun olasi koruyucu etKi
mekanizmalarimi aragtirdik. Altt  hiicre grubu olusturduk. Kontrol, atorvastatin,
rosuvastatin, CAPE, atorvastatintCAPE ve rosuvastatintCAPE. Apoptoz igin OSI
analizleri, western blot ve RT-PCR ile ATF4 ve CHOP protein analizi; AnnexinV 6l¢timii
ve otofaji testi yapildi. Atorvastatin oksidatif strese neden olmus, AtorvastatintCAPE
kombinasyonu oksidatif hasar olusturmamistir. Atorvastatin ve rosuvastatin grubunda,
kontrol grubuna nazaran apoptotik ve nekrotik hiicre sayisini artmistir. AtorvastatintCAPE
uygulanan grupta, bu sayilar kontrol grubu seviyesine diismiistiir. Rosuvastin, ATF4 ve
CHOP proteinlerini artirmis, fakat atorvastatin uygulanan grupta bu proteinlerin diizeyleri
kontrol grubuyla benzerdi. CAPE kombinasyonu ile, rosuvastatinin neden oldugu ER stresi
kontrol grubu seviyesine inmistir. Rosuvastatin ve atorvastatin gruplarinda otofaji
diizeyleri kontrol grubu ile benzerdi. CAPE uygulanan tiim gruplarda otofaji artmistir.
Sonug olarak; atorvastatinin oksidatif stres ve ER stresi olusturdugu, Rosuvastatinin ER
stresini, apoptozu ve nekrozu arttirdifi gozlemlenmistir. CAPE kombinasyonu
atorvastatinin ve rosuvastatinin neden oldugu myopatiden hiicreleri korumustur. Calisma
kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Prism version 8.0.1 (GraphPad Software, Inc.,
CA, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin Kolmogorov-Smirnov testi ile
normal dagilim gosterip gostermedikleri analiz edildi. Veriler normal dagilim gosterdigi
icin li¢c ya da daha fazla grubun kiyas1 maksadiyla parametrik testlerden One Way ANOVA
testi kullanildi. Degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesi i¢in Dunnett’s korelasyon
analizleri yapild1. P<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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ABSTRACT

In this study, we demonstrated that atorvastatin and rosuvastatin cause myopathy in RD
cell lines by causing ER stress, mitochondrial damage, induction of apoptosis, in addition,
investigating possible protective effect mechanisms of CAPE (caffeic acid phenethyl ester)
combination in these pathways. We formed six cell group. Control, atorvastatin,
rosuvastatin, CAPE, atorvastatin+CAPE and rosuvastatin+CAPE. OSI analyses, ATF4 and
CHOP protein analysis by western blot and RT-PCR, for apoptosis; AnnexinV
measurement and autophagy assay were performed. Atorvastatin caused oxidative stress,
Atorvastatin+CAPE combination did not cause oxidative damage. The number of apoptotic
and necrotic cells increased in the atorvastatin and rosuvastatin group compared to the
control group. In the atorvastatin+CAPE applied group, these numbers decreased to the
control group level. Rosuvastin increased ATF4 and CHOP proteins, but the levels of these
proteins in the atorvastatin group were similar to the control group. With the CAPE
combination, the ER stress caused by rosuvastatin was reduced to the level of the control
group. Autophagy levels in the rosuvastatin and atorvastatin groups were similar to the
control group. Autophagy was increased in all CAPE-treated groups. As a result; It was
observed that atorvastatin caused oxidative stress and ER stress, and Rosuvastatin
increased ER stress, apoptosis and necrosis. The CAPE combination protected cells from
myopathy caused by atorvastatin and rosuvastatin.
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1. GIRIS

Sterol biyosentez yolagindaki kilit adimlardan biri olan Hidroksimetilglutaril-CoA (HMG-
CoA\) rediiktaz enziminin inhibitorleri olan statinler, giiglii kolesterol diisiiriicti ilaglardir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesine olaganiistii katkilar saglamiglardir [1].
Statinlerin kesfinden bu yana kardiyovaskiiler hastaliklarda gozle goriiliir fayda saglamasi
nedeniyle toplumlarda kullanim sikhigi artmustir. Ornegin Avrupa Ateroskleroz Dernegi
(EAS)’nin verilerine gore; 40 yasindan biiylik Danimarkali bireylerin statin kullanimi
1995°de %1 iken 2010 yilina gelindiginde %11°e yiikselmistir. Statinlerin kullanim
sikligina paralel olacak sekilde statin kullaniminin terk edilme orani ise 1995°de %2 iken
2010’a gelindiginde %13’e yilikselmistir. EAS’ye gore statin regetelenmesinin tek regete
ile smirlt kalmasinin bir¢ok nedeni olmakla beraber yaygin nedenlerden bir tanesi olarak

statin iligkili kas semptomlar1 gosterilmektedir [2-4].

Propolisin 6nemli bir fenolik aktif bileseni olan kafeik asit fenetil ester (CAPE),
antimikrobiyal, antitiimor, antioksidan, antiinflamatuar ve benzeri gibi genigs bir
farmakolojik aktiviteye sahiptir [5]. ROS'u temizleme ve immiinomodiilator yetenekleri
nedeniyle, CAPE'nin kardiyomiyosit apoptozunun zayiflamasi1 ve miyokardiyal enfarktiis
boyutunun azaltilmasi dahil olmak {izere hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalarda kalp

kasi koruyucu etkinlikte oldugu bildirilmistir [6,7].

Caligmamiz  kapsaminda statinlerin kas hasarina neden olabilecegi potansiyel
mekanizmalarin aydinlatilmasi amaglanmis olup; statinlerin kas hiicrelerinde Endoplasmik
Retikulum (ER) Stresine, oksidatif strese, mitokondriyal hasara, apoptoza ve otofajiye
neden olup olmadigi ve kardiyomiyosit koruyucu etkinlikte olan CAPE’nin kas

hiicrelerindeki statin hasarina olas1 olumlu etkileri arastirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Statinler

Sterol biyosentez yolagindaki kilit adimlardan biri olan Hidroksimetilglutaril-CoA (HMG-
CoA) rediiktaz enziminin inhibitorleri olan statinler, mantar koékenli molekiillerdir.
Statinler, giiclii kolesterol diisiiriicii ilaglardir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine

olaganiistii katkilar saglamistir [1].

1994 yilinda, hiperkolesterolemili orta yash erkeklerde miyokard enfarktiisii sonrasi
mortaliteyi azaltmak i¢in lipid distiriicii ilaglar olarak statinler piyasaya siirilmiistiir. Daha
sonra, statin receteleme Onerileri, farkli kategorilerde aterosklerotik kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH), diyabet ve ayrica KVH gelisme riski yiiksek olarak degerlendirilen
bireyleri kapsayacak sekilde kademeli olarak genislemistir [8].

Statinler giiniimiizde dislipidemiye bagl kardiyovaskiiler hastaliklarin &nlenmesi ve
tedavisi icin en etkili oral ajanlar olarak bilinmektedir. Lovastatin ve simvastatin inaktif
lakton formunda ve pravastatin, fluvastatin, atorvastatin, pitavastatin ve rosuvastatin aktif
B-hidroksi asit formunda uygulanmaktadir. Statinlerin farmakolojik tepkisi, HMG-CoA
rediiktazi inhibe edecekleri hepatosite ulasma yeteneklerine baglidir [9]. HMG-CoA
rediiktazin inhibisyonu sadece kolesterol sentezini degil, ayni zamanda ubikinon,
steroidler, safra asitleri, D vitamini ve ayrica geranilgeranil pirofosfat (GGPP) ve farnesil

pirofosfat sentezini de azaltmaktadir [10].

Sterol diizenleyici eleman baglayici proteinler (SREBP) birer transkripsiyon faktoriidiirler
ve DNA dizisinde sterol baglama elemani olarak bilinen bdlgeye baglanirlar [11]. HMG
CoA Rediiktaz inhibisyonu hiicre i¢i kolesterol seviyelerini diisiiriir; bu durum SREBP'leri
endoplazmik retikulumdan ayiran bir proteazi aktive eder ve boylelikle SREBP'ler, Diisiik
Yogunluklu Lipoprotein (LDL) reseptér geninin ekspresyonunu up regiile ettikleri
cekirdege yer degistirirler. Gelismis LDL reseptor ekspresyonu, LDL'nin reseptor aracili

endositozunu arttirir ve bodylece serum LDL’sini distirir. HMG-CoA rediiktazin



inhibisyonu ayrica kolesterol biyosentezinde ara lirlinler olan izoprenoidlerin hiicre ici

seviyelerini de azaltir (Sekil 2.1) [12].

¢ ) oL

. JO0 0

v
HMG Cof
HMG CoA
\

Mevalonate
5-Pyrophosphomevalonate
Isopentylpyrophosphate Increased LDL

* \ receptor expression
3,3-dimethylpyrophosphate I
3
Geran}rlp‘yniphusphate /
Famesylpryniphusphate
Squalene

Lanostercl

Cholesteral

Sekil 2.1. HMG CoAR inhibitorlerinin hiicre i¢i kolesterol seviyesini diisiirme yollar1 [12].

Statinlerin ¢ogu, az miktarda da olsa yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol
yiikseltme oOzelliklerine sahiptir, ancak rosuvastatin HDL yiikseltici 6zelligi bakiminda
diger statinlerden pozitif ayrisir. Kullanilan statine ve dozuna bagl olarak trigliserid
konsantrasyonlar1 statin kullanmayanlara nazaran statin kullananlarda ortalama yilizde 20

ila 40 diistiigii bilimsel yaymlarda rapor edilmektedir. Ulkemizde statin kullanim iizerine



yapilan bir ¢aligmada; 1 Ocak 2008 ve 31 Aralik 2017 tarihleri arasinda LDL kolesterol
degerlerini igeren tiim caligmalar taranmis ve iilkemizde statin kullanimi neticesinde
ortalama LDL-kolesterol diizeyinde %34,9; trigliserit diizeyinde ise %17,1 azalmanin

oldugu rapor edilmistir [13].

Literatiir verilerinde statin kullanan bireylerde klinik olarak ortaya ¢ikan hastaliklarin
raporlar1 arasinda myastenia gravis [14,15], mitokondriyal miyopati [16-18], McArdle
hastalig1 [18-20], asit maltaz eksikligi [21], kas fosforilaz b kinaz eksikligi [22], karnitin-
palmitoil transferaz eksikligi [23], dalgalanan kas hastalig1 (rippling muscle disease) [24],
miyotonik distrofi tip 1 ve 2 [18, 25], motor néronopatiler (6rnegin, Kennedy hastaligi)
[18] ve ALS [26], dermatomiyozit / polimiyozit, inkliizyon cisimcikli miyozit, karnitin

palmitoyltransferaz II eksikligi ve miyoadenilat deaminaz eksikligi [27] bulunmaktadir.

2.1.1. Atorvastatin

Atorvastatin, diinyada en yaygin olarak recete edilen ilaglardan ve statinlerden biridir.
Olumsuz kardiyovaskiiler olaylar1 onlemek ve total kolesterol ve LDL-kolesteroliinii

diistirmek i¢in regete edilen bir HMG-CoA rediiktaz inhibitortidiir [28].

Kapali formiilii C33H3sFN,Os olan atorvastatinin Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (UIPAC) adlandirmasi (3R,5R)-7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-
(phenylcarbamoyl)-5-propan-2-ylpyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanoic acid seklindedir ve
558.6 g/mol molekiiler agirligma sahiptir (Sekil 2.2). Ancak ticari satig formlari
Atorvastatin Kalsiyum seklinde olup tez calismasinda da bu form kullanilmistir. Kapali
formiilii CegHgsCaF2N4O19 olan  Atorvastatin - Kalsiyumun UIPAC adlandirmasi
calcium;(3R,5R)-7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-(phenylcarbamoyl)-5-propan-2-
ylpyrrol-1-yl]-3,5 dihydroxyheptanoate seklinde olup molekiiler agirlig 1155.3 g/mol’diir
(Sekil 2.3).



Sekil 2.2. Atorvastatinin kimyasal yapisi

Sekil 2.3. Atorvastatin kalsiyumun kimyasal yapis1

Yiiksek yogunluklu atorvastatin tedavisi (40 ila 80 mg/giin) genellikle LDL Kolesterolii %
>50 oraninda azaltirken orta yogunluklu atorvastatin tedavisi (10 ila 20 mg / giin)

genellikle LDL Kolesterolii yaklasik % 30 ila % 49 oraninda azaltmaktadir. Tedavinin



baslatilmasindan veya doz ayarlamasindan yaklagik 1 ila 3 ay sonra ve bundan sonra her 3

ila 12 ayda bir atorvastatine yanitin tekrar degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir [29,30].

Hem heterozigot hem de homozigot ailesel hiperkolesterolemili hastalarda c¢oklu lipid
diistiriicii tedavi uygulamasinda atorvastatin tercih edilmesi durumunda yiiksek yogunluklu

(80 mg/giin) tedavinin uygulanmasi tavsiye edilmistir [29, 31, 32].

Atorvastatin hizla emilir ve 2-3 saat i¢inde doruk plazma konsantrasyonuna ulasir.
Atorvastatinin lipid disiiriicii etkisi, 20 saatlik nispeten uzun yarilanma omrii nedeniyle,
ilacin uygulandig1 giiniin saatinden etkilenmez. Atorvastatin, sitokrom P-450 3A4 ve P-
450 3A5 tarafindan orto-hidroksi atorvastatin ve para-hidroksi atorvastatine metabolize
edilir. Bu iki aktif metabolit, atorvastatinin HMG-CoA rediiktaz iizerindeki etkisini
uzatarak enzim inhibisyonunun yarilanma émriiniin 20 ila 30 saat olmasini saglar [33-35].
Atorvastatin ve bir sinif olarak statinlerin, tikayici vaskiiler hastaligi olan kisilerde
mortaliteyi ve major vaskiiler olaylar1 azalttig1 bireysel randomize kontrollii ¢aligmalarda

(RKC'ler), sistematik incelemelerde ve RK('lerin meta-analizlerinde gosterilmistir [28].

Atorvastatin, kolesterol sentezi i¢in hiz sinirlayici enzim olan HMG-CoA rediiktazi
karacigerde inhibe ederek etki eder. Bu enzim, HMG-CoA'y1 geri doniisiimsiiz olarak
mevalonata donistiirmektedir [36]. Bu reaksiyon; total kolesterol, LDL kolesterol ve ¢ok
diisilk yogunluklu lipoprotein (VLDL) kolesterol dahil olmak iizere bir¢ok bilesigin
tiretilmesiyle sonuglanan bir reaksiyon dizisindeki tiglincii adimdir [37]. Hakim hipotez,
statinlerin, tikayici vaskiiler hastaligi olan hastalarda, karaciger kolesterol iiretimini
azaltarak ve boylece kan LDL-kolesteroliinde bir azalmaya ve bunun sonucunda da
aterojenezde azalmaya neden olarak mortalite ve morbiditeyi azalttigidir. Bununla birlikte,
HMG Co-A rediiktaz enzimi ayn1 zamanda ubiquinone (ko-enzim Q10), heme a, vitamin
D, steroid hormonlar1 ve diger bir¢ok bilesigin iiretiminden de sorumludur. Statinlerin
yararli etkilerinin, kolesteroliin diistirilmesi digindaki eylemlerden kaynaklanmasi da

olasidir. Bu diger eylemler, statinlerin pleiotropik etkileri olarak adlandirilmaktadir[38].

Statin tedavisinin kas fonksiyonu {iizerindeki etkilerini incelemek i¢in 2013 yilinda

tasarlanan 420 saglikli yetiskinde yapilan 6 aylik randomize bir ¢aligmada, atorvastatinin



80 mg/giin ile tedavi edilen hastalarda plaseboya gore daha yiiksek bir miyalji insidansina

neden oldugunu (yiizde 9.3'e kars1 yiizde 4.6) gosterilmistir [39].

2021 yilinda sunulan bir olgu ¢alismasinda; 84 yasinda bir kadinda atorvastatin ile tedavi
sirasinda rabdomiyoliz gelismistir. Hipertansif (Barthel skoru 100; Lawton skoru 8) olan
kadin, iki damarinda lezyon bulunan ST elevasyonsuz akut koroner sendrom nedeniyle
hastaneye yatirilmis Ve perkiitan koroner girisimle iki stent implantasyonu yapilmistir.
Taburcu edildikten sonra klopidogrel, aspirin (asetilsalisilik asit), pantoprazol, ramipril,
bisoprolol, zolpidem ve atorvastatin 80mg tedavisi almistir. Ancak 25. giinde sag kalga
kemiginde, ayni taraftaki bacaga yayilan agri nedeniyle tekrar bagvuruda bulunmustur. Kas
ici betametazon, gabapentin ve oksikodon tedavisine ragmen semptomlar1 kotiilesmis, bu
da yiirimesini imkansiz hale getirmis ve ayakta durmasi ¢ok aci verici olmustur. Bagvuru
sirasinda, kan testleri kreatinin 1,32 mg/dL, AST 991 IU/L, ALT 477 IU/L ve CK 28,290
IU/L olarak ortaya ¢ikmis ve bu durum rabdomiyolizi diisiindiirmiistiir. Bu nedenle
atorvastatin kesilerek sivi tedavisi ve analjezi baglanmistir. 48 saat sonra kadinin durumu
hemodinamik dengesizlik ve siddetli karin agris1 ile kdétiilesmistir. Karin BT taramasinda
ozellik bulunamamistir. SLCO1B1 igin ara aktiviteye sahip genetik polimorfizm daha
sonra dogrulanmistir ve rabdomiyoliz ile atorvastatin arasindaki potansiyel baglanti,
Naranjo'nun algoritmasi ile degerlendirildiginde ilk yan etki reaksiyonun kesin reaksiyon

oldugu dogrulanmistir [40].

2.1.2. Rosuvastatin

Kapali formiilii C2H23FN3O06S olan Rosuvastatinin UIPAC adlandirmasi (E,3R,5S)-7-[4-
(4-fluorophenyl)-2-[methyl(methylsulfonyl)amino]-6-propan-2-ylpyrimidin-5-yl]-3,5-
dihydroxyhept-6-enoic acid seklinde olup 481.5 g/mol molekiiler agirhiga sahiptir (Sekil
2.4).



Sekil 2.4. Rosuvastatinin kimyasal yapisi

Yiiksek yogunluklu rosuvastatin tedavisi (20 ila 40 mg/giin) genellikle LDL Kolesterolii
%=>50 oraninda azaltmakta iken orta yogunluklu rosuvastatin tedavisi (5 ila 10 mg/giin)
genellikle LDL Kolesterolii yaklasik % 30 11a% 49 oraninda azaltmaktadir. Tedavinin veya
doz ayarlamasinin baslamasindan yaklasik 1 ila 3 ay sonra ve bundan sonra her 3 ila 12

ayda bir yanitin degerlendirilmesi literatiir verilerince tavsiye edilmektedir [29].

Ozellikle heterozigot ailesel hiperkolesterolemili ve homozigot ailesel hiperkolesterolemili
hastalarda [41] ve siddetli hiperkolesterolemili hastalarda [42] ¢oklu lipid diistirticii
tedaviye ihtiya¢ bulunmaktadir ve boyle durumlarda rosuvastatinin 40 mg/glin olacak
sekilde yiiksek yogunluklu uygulanmasi literatiir verilerinde tavsiye edilmistir. Bu

bakimdan rosuvastatinin yiiksek dozda kullanim1 bu gibi 6zel durumlarda kaginilmazdir.

Rosuvastatinin 17.802 yetiskinde yapilan bir ¢alismada 20 mg/giin dozda kas toksisitesi
oranlar1 plaseboya benzer bulunmustur [43]. Bununla birlikte, 6zellikle ABD Gida ve Ilag
Idaresi 6nerdigi dozlardan daha yiiksek tedavi edilen miyopatiye egilimli hastalarda,
rosuvastatin ile rabdomiyoliz raporlart mevcuttur. Bu baglamda rosuvastatin igin 6zellikle

40 mg/giin'liik en yiiksek doz i¢in myopati riski vurgulamaktadir.
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2.2. Statin liskili Kas Hasar1

Statine bagli miyalji ve miyopati tipik olarak proksimal, simetrik kas gii¢slizliigli ve/veya
agr1 olarak ortaya ¢ikmaktadir [44]. Kas hassasiyeti olabilmekte ve kollar1 basin {izerine
kaldirmada zorluk, oturma pozisyonundan kaynaklanan veya merdiven c¢ikma gibi
fonksiyonel bozukluklar gézlemlenebilmektedir. Bu belirtiler gogu zaman hasta tarafindan
yorgunluk veya bitkinlik olarak tanimlanmaktadir. Bildirilen diger semptomlar arasinda

gece kramplar1 dahil kramp, sertlik [45,46] ve tendon agrisi1 da [44] bulunmaktadir.

Kas bulgularmin ilk ortaya c¢ikisi ¢ogunlukla statin tedavisinin baglamasindan sonraki
haftalar ya da aylar i¢inde gdzlemlenmektedir. Wisconsin Universitesi Hastanesi’nde statin
tedavisi almis 437 hastanin hastane kayitlarindan retrospektif olarak yapilan bir ¢alismada
bu hastalarin 45’inde statinle iligkili miyopati vakasina rastlandigi rapor edilmistir.
Kaslarla ilgili semptomlar ortaya ¢ikmadan Once hastalar ortalama 6,3 ay statin tedavisi
gormiisler ve bu hastalarin yaklasik {icte ikisinde tedaviye bagladiktan sonraki alt1 ay
icinde semptomlar ortaya ¢ikmistir. Bu hasta grubundan 6 hasta rabdomiyoliz tedavisi i¢in
hastaneye yatirilmis bunlardan 2’sinde geri dontisiimlii bobrek fonksiyon bozuklugu ortaya
cikarken Onceden bobrek yetmezligi yasamis olan 1 hasta ise yasam boyu diyalize

baslamistir [47].

Statin tedavisi noromiiskiiler bazi bozukluklarla da iliskilendirilmistir. Bunlar arasinda
polimiyozit, dermatomiyozit, inkliizyon cisimcikli miyozit gibi enflamatuar miyopatilerin

yani sira immiin aracili nekrotizan miyopati de (IMNM) [48-53] bulunmaktadir.

Bir caligmada statin tedavisi sirasinda veya sonrasinda kas gilicsiizliigii/miyaljileri ve
kreatin kinaz (CK) yiikselmeleri gosteren ve statinin kesilmesine ragmen belirti ve
semptomlarin devam ettigi 26 hasta bildirilmis ve tiim hastalarin immiinosupresif tedavi ile
tedavi edildikleri rapor edilmistir [54]. Bu bakimdan statin ile iligkili IMNM ve
inflamatuar miyopati, kategorik antitelerden ziyade patofizyolojik bir spektrumu temsil
ettigi soylenebilir. Bu 6rnekten de anlasilacag izere IMNM nadir olmasina ragmen, statin

tedavisi kesildikten sonra kasla ilgili semptomlarin birka¢ hafta igerisinde diizelmemesi
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sonrast klinisyen tarafindan hastanin bir kas uzmanina IMNM agisindan danisilmasi

gozden kagirilmamalidir.

EAS’nin raporlarina gore; statin ile iligkili kas semptomlari, statin kesilmesinin baglica
nedenlerinden biridir ve olumsuz kardiyovaskiiler sonuglara katkida bulunmaktadir. Statin
ile iligkili kas semptomlari, kayitlarda ve gozlemsel caligmalarda % 7 - 29'luk bir
prevalansla, genellikle normal veya minimal diizeyde yiliksek CK seviyelerine sahip daha

genis bir klinik yelpazeyi kapsamaktadir [2].

Needham ve Mastaglia’a gore HMG-C0A rediiztaz inhibitorii olan statinler kolesterol
sentezini inhibe etmenin yaninda geranil pirofosfat ve farnesil pirofosfati da inhibe ederek
hiicre icerisinde bir¢ok biyokimyasal siirecin etkilenmesine neden olmaktadirlar. Ornegin
prenile proteinlerin hiicre i¢i derisiminin azalmasi neticesinde alternatif bazi genlerin
eksprese oldugu, apoptozun uyarildigi, hiicre i¢i protein sentezinin diistiigii ve hiicre igi
biyokimyasal haberlesmenin bozuldugu 6ne siiriilmiistiir. Ayrica ubikinon sentezindeki
diisiise bagli olarak mitokondriyal disfonksiyonlarin gelismesi ile iskelet kasi
hasarlanmalarina dikkat cekilip hiicre ici kolesterol miktarindaki dramatik diisiikliiklerin
sarkolemmal kolesterol igeriginin diigmesine bunun da membranolizise neden oldugu

bildirilmistir (Sekil 2.5)[55].
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Sekil 2. 5. Statinlerin neden oldugu biyokimyasal degisiklikler [55].

2.2.1. Statin intoleransi

Statin iliskili miyopati, 6zellikle yliksek doz statin terapilerinde ortaya ¢ikmaktadir ve bu
nedenle, daha agresif lipid diisiiriicii tedavilere ihtiyac duyan yiiksek kardiyovaskiiler riskli
hastalarda veya diger ilaglarla metabolik etkilesimler nedeniyle komorbiditesi olan

hastalarda statin iligkili myopati insidans1 daha yiiksek olmaktadir [56, 57].

Statin kullaninm1 nedeniyle miyotoksisite gelisme olasiligi, belirli risk faktorlerinin
varliginda daha yiiksek goriinmektedir. Bu tiir risk faktorleri, genel olarak cevresel ve
genetik risk faktorleri olarak siniflandirabilir. Cevresel risk faktorlerinin ¢ogu (ilagla ve
hastayla iliskili ¢evresel risk faktorleri seklinde alt gruplara ayrilabilir) degistirilebilir
olmasina ragmen, genetik faktorler kagmilmaz olarak statin miyotoksisitesine yatkinlik

yaratmaktadir. Sekil 2,6’da statinle iliskili risk faktorleri 6zet olarak sunulmustur [56].
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Sekil 2.6. Statinle iliskili myopati icin risk faktorleri [56].

Ulusal Lipid Derneginin Kas Giivenligi Uzman Paneli, statin ile iliskili kas hasarini
incelemek ve miyaljiyi degerlendirmek i¢in klinik bir indeksin gelistirilmesi ve kas
hasarii arastirmak i¢in tanisal néromiiskiiler ¢alismalarin kullanimi ile olumsuz kas
olaylart sonucu statinlere karsi toleranssiz olabilecek hastalarin degerlendirilmesi ve

tedavisi i¢in bir algoritma gelistirmislerdir [58]. Bu algoritmaya gore;

Miyalji: Normal CK seviyesine sahip, egzersizle birlikte veya egzersizden hemen sonra
kas agrilari, agri, sertlik, hassasiyet veya kramplar dahil olmak iizere kas rahatsizliginin bir
belirtisini bulundurmak. Miyalji semptomlari, grip gibi viral bir sendromla yasananlara

benzer sekilde tanimlanabilir.
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Miyopati: CK seviyesinde bir yiikselme olsun veya olmasin agriya bagli olmayan kas
zayiflig

Miyozit: Kas iltihab.

Miyonekroz: Kas enzimlerinde asagidaki sekilde yiikselme CK seviyelerinin yas, irk ve

cinsiyet i¢in ayarlanmis normalin st sinir1 ile karsilastirildiginda:
Hafif CK ytikselmesi; 3 ila 10 kat yiikseklik
Orta CK yiikselmesi; 10 ila 50 kat yiikseklik

Siddetli CK yiikselmesi; 50 kat veya daha yiiksek yiikseklik

Klinik rabdomiyoliz: Miyoglobiniiri veya akut bobrek yetmezligi ile miyonekroz olarak

tanimlanir (serum kreatinininde en az 0,5 mg/dL [44 mikromol/L] artis).

Statin regete edilen hastalar ortaya ¢ikan yan etkiler nedeniyle tedaviyi birakmaktadir [59].
10.138 katilimc1 ile yapilan bir anket aragtirmasinda statin tedavisinin yarida
birakilmasinin primer nedeninin yan etkiler oldugunu ortaya koymustur [60]. Bu ¢alismada
10.138 katilimcinin 8918'1 (%88) mevcut statin kullanicist ve 1220'si (%12) eski
kullaniciydi. Katilimcilar (ortalama yas 61) agirlikli olarak beyaz (%92), kadin (%61), orta
gelirli (ortalama 44.504 $/y1l) ve saglik sigortasina (%93) sahipti. Mevcut kullanicilarin
%95'1 sadece statin almis ve %701 son ay hi¢ bir dozu kag¢irmis ve eski ve mevcut
kullanicilarin sirastyla %60 ve %25'i tarafindan kas ile ilgili yan etkilerden muzdarip

oldugu ifade edilmistir.

2.2.2. Statin aracih oksidatif stres

Sarkoplazmada statinler HMG-CoA rediiktazi inhibe etmekte ve bu yolla GGPP
azaltilmaktadir. RhoA prenilasyonunu ve aktivasyonunu azaltacak etki ve AKT
(proteinkinaz B) fosforilasyonunu, FoxO3'iin niikleer translokasyonunu ve ayrica atrogin-1

ve MuRFLl'in proteoliz ile ekspresyonunu desteklemektedir. Mitokondride ise statinler
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kompleks I ve IIl'e baglanarak, azalmis ATP iiretimi, ROS artis1 ve sitokrom ¢ ve Ca*?
sizintist ile mitokondriyal solunum zincirini bozmakta, bu fenomen AMPK'yi, FoxO3'iin
niikleer translokasyonunu aktive ederek proteoliz ve apoptoza katkida bulunmaktadir.
AKT'nin azaltilmis aktivasyonu ayrica SOD, CAT, GPx, MCT1 / 4 ve GLUT4"in azalmis
ekspresyonuna ve FoxO3Ser588'in DNA hedeflerine baglanmasina yol acan PGC-la
translokasyonunu da azaltmaktadir. Ote yandan, MCT4 ve CIC-1 kanalinin inhibisyonu ile
statinler gCl'yi azaltarak sarkoplazmik laktat konsantrasyonlarini ve kas uyarilabilirligini
artirmaktadir. Diisiik ATP ve gCl ile artmis sarkoplazmik Ca*?, ROS ve laktat yorgunluga,
kramplara ve kas agrisina neden olmakta ve sarkomaya zarar vererek artan proteoliz,

apoptoz ve ROS CK'nin kan konsantrasyonlarinda artisa neden olmaktadir (Sekil 2.7) [10].
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Sekil 2.7. Miyotoksisiteye yol acan miyositteki statinlerin etkisinin sematik gosterimi.
(AKT: proteinkinaseB; AMPKAMP: activated protein kinase; Bcl-2B cell lymphomaz2;

CaMKKCa2+/Calmodulin-dependent Kinase Kinase; CK: creatine kinase; CIC-1:
chloride channel; CoQ10: ubiquinone; Cytc: cytochrome c; FoxO3: forkhead box O3;

gCl: resting chloride channel conductance; GGPP: geranyl geranyl pyrophosphate;
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GLUT4: glucosetransporter 4; HMG-CoAR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
reductase; MAFbx or atrogin-1: muscle atrophy F-box; MCT: monocarboxylate
transporter; mPTP: mitochondrial permeability transition pore; mTOR: mammalian target
of rapamycin; MuRF-1: muscle RING-finger protein-1; PDK: piruvate dehydrogenase
kinases; PGC: transcription factors peroxisome-proliferator-activated receptor
coactivator; RhoA: Ras homolog gene family member A; ROS: reactive oxygen species;
SOD: superoxide dismutase) [10].

2.2.3. Statin aracil mitokondriyal hasar

Iskelet kasindaki ubikinonun azalmasmin statine bagl kas hasarina katkida bulunabilecegi
diistintilmektedir. Bazi c¢alismalar statinlerin iskelet kasi ve plazma ubikinon

konsantrasyonlarini azalttigini bulmustur [61-64].

Statin ile iligkili miyopati ve normal CK seviyeleri olan dort hastadan alinan kas
biyopsilerinde artmis intramiiskiiler lipid igerigi, azalmis sitokrom oksidaz boyama ve
diizensiz kirmizi lifler dahil olmak iizere anormal mitokondriyal fonksiyonla tutarl

bulgular gdsterilmistir [65].

Yapilan bir ¢caligmada 8 hafta siireyle simvastatin 80 mg/giin ile tedavi edilen hastalardan
alinan iskelet kasi biyopsilerinde azalmis mitokondriyal DNA (mtDNA) seviyeleri
bulunmustur [66]. Stringer ve arkadaslari ise simvastatin uygulanan hastalarda kas
ubikinonundaki degisiklikler ile mtDNA / niikleer DNA oranlarindaki degisiklik arasinda
pozitif bir genel korelasyonun varligini gosterip aslinda mitokondriyal hasarin ubikinon

diistikligii ile alakali olabilecegini ileri stirmiistiir [67].

2.2.4. Statinler ve endoplasmik retikulum stresi

ER okaryotik hiicrelerde salgi proteinlerinin sentez ve salgilanma yolagindaki ana

organeldir. ER’deki katlanmalardan sorumlu proteinler, foldazlar (katlanmay1 katalizleyen



17

enzimler ve molekiiller) ve saperonlar (agregasyonu Onleyerek protein katlanmasina
yardimci olan proteinler) olmak iizere iki sinifta toplanmaktadir. Bazi kosullarda bu islem
mekanizmas: bozulabilmektedir. Ornegin oksijen, glukoz, pH, ATP ve kalsiyum iyon
konsantrasyonlarindaki degisiklikler yanlis katlanmis veya hi¢ katlanamamis proteinlerin
iiretilmesine neden olmaktadir. Bu proteinler de hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarim
bozmakta; bu islem “proteotoksisite” ya da “ER stresi” olarak adlandirilmaktadir. ER stresi
cesitli kosullarda protein glikolizasyonunun bozulmasi, disiilfit baglarin olusumunda
azalma, ER limeninde Ca*® azalmasi, ER’dan Golgi’ye protein transportunun bozulmasi
gibi nedenlerle ortaya c¢ikmaktadir. Hiicreler, ER stresine karsi hiicresel bir korunma
mekanizmasina sahiptir ve dort farkli cevap yolagi ile hiicre ER stresinden korunmaya (ER

stresine cevap) ¢alismaktadir [68,69].

Miyopati, Ozellikle proksimal kaslarda degisen derecelerde giicsiizlik ve islev
bozukluguna yol acan miyofiberin yapisinin ve metabolizmasinin bozuldugu sistemik bir
klinik hastalig1 ifade eder. Genetik mutasyonlar, ilaglar, toksinler, iltihaplanma, enfeksiyon
ve endokrin ve elektrolit dengesizlikleri dahil olmak tizere bir dizi faktor miyopatiye neden
olabilir. Ortaya ¢ikan kanitlar, ER stresinin ve UPR (katlanmamis protein cevabi) 'nin

cesitli miyopati tiplerinde de aktive oldugunu gostermektedir (Sekil 2.8) [70].
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Sekil 2.8. ER stresinin ¢esitli miyopatilerdeki rolii [70].

Viicutta diger dokulardan daha fazla iskelet kas1 dokusu vardir ve metabolik aktivitenin
cogunlugunun organi oldugu i¢in kas kusuru tiim viicudun sagligini etkileyebilmektedir.
Protein katlanma/bozunma dengesindeki bozukluklara, degisen Ca*? ve lipid seviyelerine
ve ER-mitokondri temaslarindaki degisikliklere bagli ER stresi, son zamanlarda birgok

farkli miyopatinin patojenik nedeni olarak kabul edilmistir [71].

Iskelet kasi, insan viicudunda, fiziksel aktivite, metabolik bozulma ve hastalik kosullart
gibi cevresel uyaranlara yanit olarak kapsamli adaptasyona ugrayan oldukca esnek bir
dokudur. ER, iskelet kas1 da dahil olmak iizere bircok memeli hiicre tipinde protein
katlanmasi ve kalsiyum homeostazinda 6nemli bir rol oynar [70]. Bununla birlikte, kronik
olarak artan ER stresi, hiicre 6liimii de dahil olmak iizere bir¢ok patolojik sonuca da yol
actig1 bilinmektedir. Biriken kanitlar, ER stresinin neden oldugu katlanmamis protein
cevabr yollariin, ¢oklu kosullarda iskelet kasi kiitlesinin ve metabolik fonksiyonun

diizenlenmesinde ¢ok Onemli roller oynadigini gostermektedir. Ayrica katabolik
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durumlarda, dejeneratif kas bozukluklarinda ve cesitli miyopati tiplerinde iskelet kasinda

ER stress belirteglerinin aktive olduklari gosterilmistir [70].

Statinler ayrica HMG-CoA'nin inhibisyonu yoluyla dogrudan ER stresine neden olabilirler.
Biiyiik Doku Uyusum Kompleksi (MHC-1)’in uyarilmasi, hiicreleri kemokin ve sitokin
ekspresyonu yoluyla ER stresinden korumaktadir. Bu, kendi kendine devam eden bir
inflamatuvar tepkiye yol agar ve varsayimsal olarak MHC-1'in kendisi ER stres tepkisine
neden olabilmektedir (Sekil 2.9) (72, 73). Nekrotik olmayan kas liflerinde MHC-1
ekspresyonunun uyarilmasi, kas lifinde ER stresinin bir gostergesidir, ¢iinkii MHC-1
normalde kas liflerinin sarkomasinda eksprese edilmez ve immiin aktivasyonun bir
belirteci oldugu diisiiniilmektedir. MHC-1'in farelerin iskelet kasinda asir1 ekspresyonu,
insan miyozitindekine benzer miyopati 6zelliklerine neden olmaktadir [74]. Statinler,
ubikinon (oksidatif strese kars1 koruma i¢in dnemlidir) ve selenoprotein (bir ER membran
proteini) gibi metabolik ara maddelerin tiikenmesi yoluyla ER stresine (MHC-1
ekspresyonunun artmasina) neden olabilir ve bunlarin her ikisinin de ER stresine karsi
korumada 6nemli oldugu gosterilmistir [75]. ER stresi, MHC-I ekspresyonunun uyarilmasi
ve kas lifleri tarafindan antijen sunumu, mevalonik asit, farnesol, geranilgeraniol ve
ubikinon gibi ikincil metabolik ara iirlinlerin tilkenmesi, apoptozun indiiksiyonu, kas
bozuklugu dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar yoluyla statin kaynakli miyopatiye
aracilik etmektedir [76].
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Sekil 2.9. Statin aracili ER stresin olasi biyokimyasal mekanizmasi [72].

Atorvastatin, NADPH oksidazin aktivasyonu i¢in gerekli olan Racl GTPaz'in membran
translokasyonunu inhibe etmektedir. Kiigiik GTP baglayict proteinler (veya GTPazlar),
sinyal iletme yollarinda molekiiler diizenleyici gorevi goren bir protein ailesidir. 21 kDa'lik
bir protein olan Racl, hiicre hareketliligi, hiicre boliinmesi, gen transkripsiyonu ve hiicre
transformasyonunu igeren ¢esitli biyolojik yanit yollarini diizenleyen Rho GTPaz ailesine
aittir. Diger kiiclik GTPazlar gibi Racl, aktif olmayan GDP'ye bagli bir form ile aktif bir
GTP'ye bagh form arasinda ge¢is yaparak molekiiler olaylar etkilemektedir. GDP'ye bagh
ve GTP'ye baglh durum arasindaki dongii, temel olarak iki farkli protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir: guanin niikleotid degisim faktorleri , GTP i¢in GDP degisimini katalize
ederek Rho proteinlerini aktive etmekte iken GTPaz aktive edici proteinler, GTPaz

fonksiyonunu negatif olarak diizenlemektedir.

2.2. Kafeik Asid Fenetil Ester (CAPE)

Propolis, arilarin kovani korumak i¢in kullandiklar1 ve farkli cografyalarda ve ar1 tiplerinde
farkl1 kimyasal bilesenlere sahip olabilmesine karsin [77] antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antiparaziter, antiinflamatuar, antiproliferatif ve antioksidan gibi Ozellikler
gosterdigi literatiir verilerinden anlagilmaktadir [78-81]. Bugiine kadar propoliste alifatik

asitler, esterler, aromatik asitler, yag asitleri, karbonhidratlar, aldehitler, amino asitler,
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ketonlar, kalkonlar, dihidrokalkonlar, terpenoidler, vitaminler ve inorganik maddeler dahil
olmak ftizere 300'den fazla farkli bilesik tanimlanmistir [82]. Propoliste bulunan en umut
verici biyoaktif bilesenlerden biri olarak ifade edilen CAPE [83]; 1987 yilinda tam olarak
tanimlanmis ve 1988 yilinda Colombia Universitesi’nde sentezlenmesi basarilmistir [84].
Molekiiler formiilii C17H1604 olan CAPE’in IUPAC adlandirmasi 2-phenylethyl (E)-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)prop-2-enoate seklindedir ve 284.31g/mol molekiiler agirliga sahiptir
(Sekil 2.10). Feniletil kafeat veya fenetil kafeat olarak da adlandirilabilmektedir [85,86].

Sekil 2.10. CAPE’in kimyasal yapisi

2.2.1. CAPE’in kas hucreleri iizerine etkisi

CAPE, SIRTL1 (silent information regulator 1 ) ve eNOS (endotelyal nitrik oksit sentaz)
genlerinin uyarilmasin1 saglamasi yoluyla miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarim
iyilestirebilecegi ve bu anlamda kardiyoprotektif bir ajan oldugu literatiir verilerinde
vurgulanmaktadir. CAPE’in kalp kasi koruyucu etkinlikte oldugu literatiir verilerinde
siklikla yer almasina ragmen iskelet kaslar1 iizerindeki etkinligine yonelik yeterli diizeyde

yayina rastlanmamustir [83].
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2.2.2. CAPE’in otofaji iizerine etkisi

CAPE’den tiiretilen yar1 sentetik bir bilesik olan fenetil kafeat benzoksanten lignan'in
kolon adenokasinoma hiiclerinde (WiDr) otofagozomlari indiikledigi gosterilmistir [87,88].
Fakat baska bir calismada CAPE’in HepG2 hiicrelerinde otofajiyi baskilayarak CdCI2
kaynakli toksikolojiye karsit koruyucu etkide oldugu rapor edilmistir [89]. Western blot
yoluyla insan néroblastom hiicre hatt1 SH-SY5Y'de, CAPE ile 4, 8 ve 12 saat tedaviden
sonra otofagozom yapisinin 6nemli bir bileseni olan LC3-Il proteininin ekspresyonunun
arttigini bulmustur [90]. Benzer sekilde, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre dizileri
kullanilarak yiiriitiilen bir ¢alisma, CAPE'nin, LPS ile uyarilan hiicrelerde LC3-I'den LC3-
[I'ye doniisiimde ve LC3-II'nin yukar regiilasyonunda bir artisa neden oldugunu bulmustur

[91,92].

2.2.3. CAPE’in ER stresi iizerine etkisi

Shao ve arkadaglart 5mg/kg dozda imidakloprid uygulamast ile ratlarin karacigerinde ER
stress, oksidatif stress ve inflamasyonun olustugunu, bu ratlara 2,5 mg/kg dozda CAPE
tedavisi uygulandiginda ise ER stress, oksidatif stress ve inflamasyonun baskilandigini

rapor etmiglerdir [93].

2.2.4. CAPE’in oksidatif stres tizerine etkisi

Oksidatif stres kaynakli gonadal patolojilerin tedavisinde CAPE kullanimi tavsiye
edilmistir [94]. CAPE'nin antioksidan kapasitesi ve antienflamatuar etkisi nedeniyle Cd (1)
tarafindan olusturulan bobrek hasarindan korunmada etkili oldugu rapor edilmistir [95].
Sicanlarda yapilan bir calismada CCl; maruziyetinin neden oldugu bobrek MDA
diizeylerindeki artisin CAPE tedavisi ile 6nemli dl¢iide inhibe edildigi gosterilmistir [96].

Ozyurt ve arkadaslar1 giiclii serbest radikal siipiiriicii olan CAPE’in serbest radikal
ataklarinin neden oldugu iskemi reperfiizyon hasarina karsi rat iskelet kaslarinda koruyucu

ozelikte oldugunu ortaya koymustur (Sekil 2.11) [97].
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Sekil 2.11. AMPK aktivasyonu ve otofaji [98].

Belirli AMPK aktivatorleri (berberin ve sirtinol), PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu araciliiyla
makrofaj otofajisini indiikler ve bu yolla proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-
a) ekspresyonu asagi regiile edilirken anti-inflamatuar sitokin (IL-10) ekspresyonu yukari
regiile edilir. Bu nedenle inflamasyon, makrofaj agregasyonu ve oksidatif stres inhibe
edilir ve hiicre sagkalimi ve plak stabilitesi artar. Endoteliyal hiicrelerde AMPK
aktivasyonu ve otofajisi, NO fiiretimini indiikler, hiicre sagkalimini arttirir ve oksidatif
stresi ve inflamatuar yanit1 azaltir. AMPK aktivasyonu ve otofaji ayrica hiicre sagkalimin
ve vazodilatasyonu tesvik eder, hiicre gociinii ve proliferasyonunu inhibe eder ve damar

diiz kas hiicrelerinde neointima olusumunu ve vaskiiler kalsifikasyonu azaltir [98] (Sekil
2.11).
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2.2.5. CAPE’in kolesterol biyosentezi iizerine etkisi

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), glikoz ve lipid metabolizmasinin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan filogenetik olarak korunmus hiicre i¢i enerji
sensorii olarak bilinmektedir. Bir katalitik alt birim ve 2 diizenleyici alt birimden olusan
heterotrimerik bir kompleks olan AMPK, hiicresel enerji tiikendiginde aktive olur [99].
AMPK’nin aktivasyonu ile glikoz ve yag asidi oksidasyonu dahil olmak iizere ATP {ireten
katabolik yollar hizlandirirken, ayn1 anda kolesterol biyosentezi, yag asidi biyosentezi ve
tracilgliserol biyosentezi dahil olmak tlizere ATP tiiketen anabolik yollar azaltilmaktadir

[100,101].

AMPK’nin aktivasyonu ile kolesterol biyosentezinin azalmaktadir [100,101] CAPE ise
AMPK’nin aktivasyonunu artirmaktadir [102]. Dolayisiyla CAPE AMPK {izerinden

kolesterol biyosentezinin baskilanmasina neden olmaktadir.

Lee ve arkadaslar1 CAPE'nin metabolik rollerini anlamak i¢in CAPE'nin iskelet kasi
hiicrelerinde glukoz alimi iizerindeki etkilerini arastirmiglar ve CAPE’nin iskelet kasi
hiicrelerinde glukoz alimini uyardigin1 ve ayrica AMPK'yi aktive ettigini gostermislerdir.
Ek olarak, AMPK'iin inhibisyonu ile CAPE'nin neden oldugu glikoz aliminin bloke
oldugunu ve CAPE’nin AKT yolunu PI3K'ya (fosfoinositid 3-kinaz) bagimli bir sekilde
aktive ettigini de rapor etmislerdir [102].

3. Otofaji

Proteozom ve otofaji yolu olmak {iizere hiicrelerde iki ana yikim/bozunma yolu vardir.
Proteozomlar oncelikle kisa dmiirlii proteinleri yikar otofaji ise uzun omiirlii proteinlerin
ve hasarl1 veya gereksiz organellerin yikilmasindan sorumludur. Otofaji ayrica hiicre i¢i ve
hiicre dis1 strese hiicresel yanitin bir parcasidir. Normal sartlarda predispozan bir faktor
(besin yoksunlugu, iskemi ve hipoksi gibi hiicre dist kuvvetlerden metabolik stres, hasarli
organeller ve katlanmamis ve/veya toplanmis proteinler) olmadikca, normal hiicrelerde
otofaji nadiren tam Slgekte meydana gelir. Eger bu predispozan faktorler uzun siireli varlik

gosterirse, hiicreler homeostazi slirdiirmek i¢in bazal otofajik aktivite gosterirler [103].
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Otofaji organizmalarin gelisme ve yaslanma siirecinde yaygin olan fazlalik veya hasarli
organelleri ortadan kaldirmak i¢in elverigli bir mekanizmadir. Otofaji siireci; hiicresel
protein metabolizmasinda, atiklarin uzaklastirilmasinda, yeniden yapilandirmada,
biiyiimede ve gelismede 6nemli bir rol oynar [104]. Otofaji; morfolojik &zelliklere ve ilgili
molekiiler mekanizmalara dayanarak, makrootofaji, mikrootofaji ve sapereon aracili otofaji
olmak iizere 3 alt tipe ayrilabilir. Diger tarafdan substratlar agisindan bakildiginda, otofaji,
otofajik paketin segiciligine baglh olarak, sec¢ici otofaji ve secici olmayan otofaji olmak
iizere iki kategoriye ayrilabilir. Secici olmayan otofaji, organellerin veya diger sitoplazmik
bilesenlerin lizozomlara rastgele tasinmasini ifade eder. Segici otofaji ise bozunacak belirli
bir substratin taninmasina atifta bulunur ve ayrica asagidaki tiplere ayrilir: mitofaj,

peksofaji, retikiilofaji, niikleofaji, ribofaji, lipofaji, agrefaji ve ksenofaj [103].

Normal kosullar altinda, hiicresel homeostazi siirdiirmek i¢in makrootofaji diisiik bir
seviyede tutulur. Aclik ve hipoksi gibi stres kosullar1 altinda hizla indiiklenebilir. Bu
diizenleme, O©nemli otofaji proteinlerinin translasyon sonrast modifikasyonlar
(fosforilasyon ve asetilasyon gibi) yoluyla saglanir. Ek olarak, inflamasyon, oksidatif stres
ve yanlis katlanmis proteinlerin agregasyonu gibi patolojik uyaranlar, cesitli hastaliklarin
ilerlemesinde bir faktdr olabilecek makrootofajiyr aktive edebilir. Makrootofaji
aktivitesindeki hem artis hem de azalma hizli ve siki bir sekilde diizenlenmis siire¢lerdir.
Ikincisi, asir1 otofajinin neden oldugu hasar1 &nlemektir. Makrootofajinin en tipik
morfolojik 6zelligi, sitoplazmada ¢ok sayida vezikiil olusumudur. Ik énce sitoplazmada
serbest bir membran6z yapi belirir ve sonra genisler. Kiire seklinde degildir, daha ziyade
elektron mikroskobu ile tespit edilebilen fagofor olarak bilinen iki tabaka lipidden olusan
kase benzeri bir yap1 alir. Kargoyu katladiktan sonra, bu zar ¢ift tabakasina otofagozom
denir. Otofagozom zarinin kokeni hala belirsizdir. Calismalar endoplazmik retikulum,
Golgi aygiti, mitokondri ve hiicre zarinin olast otofagozom membran kaynaklari
olabilecegini gostermistir [105-107]. Otofagozomun dis zar1 lizozomla kaynasir ve i¢ zar
Ve otofagozomun kapsiillenmis maddeleri lizozoma girer ve lizozomal enzimler tarafindan
hidrolize edilir. Bu islem, lizozoma giren maddeleri, hiicreler tarafindan yeniden kullanilan
cesitli besin bilesenlerine (6rnegin, protein amino asitlere ve niikleik asitler niikleotitlere
parcalanir) ayirir. Hiicre i¢i bilesenleri igine alan lizozom, otofagolizozom veya

otolizozom olarak adlandirilir [103].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Calismada kontrol, atorvastatin, rosuvastatin, CAPE, atorvastatintCAPE ve
rosuvastatintCAPE olmak iizere 6 deney grubu olusturuldu. Her bir gruba bahsedilen
ajanlar tek tek ve CAPE ile kombine edilmis halde 24 saat siireyle ICsq dozlarinda maruz
birakildi.

Deneysel gruplar olusturulmadan 6nce istatistiki acidan kag¢ tane biyolojik tekrar ve kag
tane metod tekrar1 yapilmasi gerektigiyle ilgili g power analizi yapildi. 6 gruplu
deneyimizde 96 adet sonug elde edildiginde g power’in 0,8 den biiyiik olacagi anlasildi
(Sekil 3.1). Bu bakimdan deneysel protokole her bir grup i¢in 4 ayri 100mm’lik hiicre
kiiltiir petrilerine ekim yapilmis ve her petriden elde edilen hiicrelerde 4 metod tekrari ile
her bir grup igin istatistiki ¢aligmalarda kullanilmak iizere 16 adet rakam/bulgu elde

edilmisgtir.

F tests - ANOVA: Repeated measures, between factors
Number of groups = 6, Number of measurements = 4,
Corr among rep measures = 0.5, o err prob = 0.05, Effect size f= 0.3

Total sample size

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob)

Sekil 3.1. G power analizine ait veriler.
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3.2. Hiicre kiiltiirii

Hiicrelerin homojen populasyonlarindan olusmasi nedeniyle hiicre kiiltiirleri gliniimiiz fen
ve saglik bilimleri arastirmalarinda onemli bir yer tutmaktadir. Iskelet kas1 hiicreleri ile
ilgili in vitro caligmalarda degisik hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu ¢alismada insan
rabdomiyosarkom hiicre hatlar1 olan RD hiicre hatlar1 kullanilmistir. Ilgili hiicre hatlar:
Tiirkiye SAP Enstitiisii’nden temin edilmis olup, enstitii kayitlarinda “RD/An2 Human
embriyonel rhabdomyosarcoma, Hiikiik Kayit No:94072101 “ olarak ge¢mektedir. Hiicre
kiiltiirii flasklarinin tabanina yapisan (adherative) karakterde olan RD hiicre hatlarinin

biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi basamaklar1 asagida verilmistir.

3.2.1. Komple medium hazirlanisi

1. 50 ml 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific, Cat. No:
FBS-HI-11A)

2. 5 ml penisilin streptomisin (Biological Industries, Ref. No: 03-031-1B)

3. 445 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Ref No: 41966-029)Bu
marka ve referans numarali DMEM {iriinii igerisinde 4,5g/L glukoz, L Glutamin ve
Sodyum priivat hazir olarak gelmektedir.

4, Tk 3 basamakta belirtilen miktarlarda karistirilan ilgili komponentler 500 ml’lik
0,22um por caplarina sahip membran filtreden (Corning, Cat. No: 430769) gegirilerek

olas1 kontaminantlardan steril hale getirildi.

3.2.2. Hiicrelerin canlandirilmasi

Laboratuvara ulastiginda dondurulmus halde olan hiicreler, 37°C benmaride (Daihan
Scientific, Model: ECB-22) 3 dakikayr ge¢cmeyecek sekilde ¢ozdiiriildiiler. Hiicrelerin
dondurma islemi esnasinda iiretici firma tarafindan da bahsedilen Dimetilsiilfoksit

(DMSO)’den hiicreleri kurtarmak maksadiyla hiicreler asagidaki sekilde 3 kez yikama
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isleminden gecirilerek yukarida hazirlanigi verilen komple medium iginde steril hiicre

kiiltiir flasklarinda 37°C, %5 CO; ve %95 hava igeren bir atmosferde inkiibe edildiler.

10.

11.

12.

Onceden hazirlanmis ve benmaride 37 °C’e getirilmis olan komple mediumdan 15
ml’lik steril falkon tiiplerin igerisine 12 ml eklendi.

Coziindiikten sonra toplamda 1,5 ml’lik hacime sahip olan hiicre siispansiyonu falkon
tiiplin icerisinde hazir bulunan komple mediumun iizerine eklendi ve homojen bir
sekilde karigsmasi i¢in nazikge birkag kez pipetaj yapildi.

Hiicre siispansiyonu 1000 RPM’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
dokiildii ve ardindan falkonun dibinde pelet olan hiicreler tekrar komple medium
kullanilarak siispanse edildi.

Ucgiincii adim en az 2 kez daha tekrar edildi.

Son yikama igleminden sonra hiicreler 5 ml komple medium ile son kez siispanse edilip
25 cm”lik hiicre kiiltiir flasklarina toplam hacim 5 ml olacak sekilde alindi.

Hiicreler invert mikroskop altinda kontrol edildikten sonra inkiibasyona birakildi.

2 giinliik inkiibasyon sonunda hiicrelerin 25 cm®lik flasklarin tabanina tamamen
konflilye olmasinin ardindan iizerlerinden besiyeri ortami tamamen c¢ekildi ve flask
tabanina yapisan hiicrelere 1 ml (25 cm?’lik flask i¢in) % 0,25 Tripsin-EDTA (Sigma,
Cat No: T4049) eklenerek 37 °C’de en fazla 5 dakika bekletilerek hiicrelerin Tripsin-
EDTA soliisyonu igerisinde siispanse olmalar1 sagladi.

Siispanse edilen hiicreler tripsin etkisinden kurtulmalari igin fosfat tamponlu tuzlu su
(PBS) ya da komple medium kullanilarak 3. ve 4. adimlardaki gibi yikama islemine
tabi tutuldu.

Son yikama igleminin ardindan falkon tiipiin dibinde toplanan hiicreler 10 ml komple
medium kullanilarak siispanse edildi ve ardindan 75 cm?’lik flasklara alind1.

Hiicreler 3 giinliik inkiibasyonun ardindan 75 cm?lik flasklarin tabanini tamamen
doldurdu.

Hiicreler daha fazla sayida flaska pasajlanmak {izere 7. ve 8. adimlarda belirtildigi
sekilde falkon tiipilin dibinde tekrar toplandi.

Bu agamadan sonra (hiicrelerin pasaj sayilari ¢ok fazla artmadan) hiicreleri yedeklemek
maksadiyla dondurma protokolii uygulanmistir. Bunun 6ncesinde hiicreler thoma lami

kullanilarak invert mikroskop altinda sayildi.
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3.2.3. Thoma laminda hiicrelerin sayilmasi

1. % 0,25 Tripsin-EDTA uygulmasi ile flasklardan kaldirilan hiicreler santriifiij edildi ve
stipernatant atildi. Hiicre peleti 1,7 ml’lik ependorf godeler igerisinde 100 ul DMEM
ile stispanse edildi ve bunun iizerine 100 pl Tripan Blue Soliisyonu (Biological
Industries, Cat No: 03-102-1B) eklenip birka¢ kez nazikge pipetaj yapildi.

2. Lamel 6nce hafifce steril dH,O ile nemlendirildi ve ardindan thoma laminin {izerine
kapatildi.

3. Thoma lammin lamel ile kesistigi noktalardan boyali hiicre siispansiyonu sayma
kamarast tamamen dolana kadar kapiller etki ile otomatik pipet kullanilarak yavas
yavas birakildi.

4. Hiicreler sayma kamarasina homojen olarak dagilmalar1 icin yaklasik 1 dakika
beklendi.

5. Thoma laminda invert mikroskop altinda tam ortada gézlemlenen biiyiik karenin i¢ginde
toplanan hiicreler sayildi. Bu islem esansinda miikerrer sayim yapmamak adina biiyiik
karenin sadece sol ve alt kenarina diisen hiicreler sayiya dahil edildi.

6. 1 biiyiik karede saydigimiz toplam hiicre sayisim dnce 10* daha sonra da 2 ile ¢arparak
(tripan blue uygulamasi ile 2 katlik bir dilisyon olustugu i¢in) 1 ml’de kag tane hiicre
oldugu tespit edildi (Biiyiik karenin bir kenarinin uzunlugu 1mm, thoma lami ile lamel
arasinda kalan mesafe (yiikseklik) ise 0,1 mm oldugu i¢in 1 biiyiikk karede sayilan
hiicreler 0,1 mm®lik hacimdeki saylyl vermektedir. Sayilan hiicre sayisim 10* ile

carptigimizda ancak 1 ml’lik hacme ulagabilmekteyiz).
3.2.4. Hiicrelerin dondurulmasi

1. Hiicre sayiminda tam konfliiye olmus 1 adet 75 cm®lik hiicre kiiltiir flaskinda yaklagik
9x10° RD hiicresi olustugu tespit edildi. Bu hiicrelerden 3x10° tanesi kullanilarak
dondurma protokoliine alindi.

2. Hiicreleri siispanse etmek icin igerisinde %10 DMSO bulunan FBS dondurma
sollisyonu hazirlanda.

3. Hiicreler 2 mI’lik cryo vialllerin (VWR Cat No:10018-754) igerisine 1,5 ml dondurma
soliisyonu igerisinde yiiz bin hiicre olacak sekilde dagitildilar. Boylelikle toplamda 3
milyon hiicreden 30 adet 1,5 ml hacimde yiiz bin hiicre bulunan porsiyonlar elde edildi.

4. Bu cryo viallerin etraft havlu pecgete ile sarild1 ve 4 saat -20 °C’de bekletildiler.
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5. 4 saatin sonunda hiicreler uzun siire saklanabilecekleri -152 °C’lik croyogenik
dondurucuya (PHCBI Cat. No: MDF-1156-PE) alindilar.
6. Kalan 6x10° hiicre yaklagsik 2x10° olacak sekilde 3 ayri 75 em® ik hiicre kiiltiir flaskina

ekilerek cogaltilmaya devam edildiler.

3.3. Atorvastatin, Rosuvastatin ve CAPE Doz Belirleme Calismalar:

Literatiir verilerden hareketle RD hiicre hatlarina Atorvastin ve Rosuvastatin i¢in ICsy dozu
uyguland1 [108-110]. ICsp dozu farmakoloji i¢in temel kavramlardan bir tanesidir ve
yanitin (veya baglanmanin) yar1 yartya azaldigi bir inhibisyon konsantrasyonunu ifade
etmek i¢in kullanilir. Bu baglamda CAPE’in statinlerin neden oldugu sitotoksiteye karsi
etkinlikte olup/olmadigini arastirmada da ICsp dozu kullanildi. Benzer sekilde literatiirde
sitotoksite karsiti koruyucu ajanlar i¢in uygulanan dozlar ICsg dozlar1 olmustur. Ornegin;
Zou ve arkadaglar1 cisplatinin neden oldugu sitotoksiteye karst KB, BEL7404, K562, and
Ecal09 hiicre hatlarinda CAPE’in ICsp dozunu uygulamislardir [111]. Baska bir ¢alismada
Xia ve ark. Cesitli kafeik asid analoglarin1 sentezleyip bunlarin HIV-1 entegrasyonuna ve
kanser hiicre hatlarina karsina biyoaktivetlerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda CAPE’i ICsg
dozunda uygulamiglardir [112]. Yine bir baska ¢alismada Chen ve arkadaslar1 feruloyl ve
caffeoyl tiirevlerinin antitiimor etkinligini arastirirken ilgili koryucu ajanlarin 1Cs dozlarim

hiicre kiiltiiri galismalarinda kullanmiglardir [113].

3.3.1. MTT hiicre viabilite testi ve IC50 doz hesaplamalari

1. 96 kuyucuklu well platelere her bir kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Hiicreler flask tabanina yapisip tabanin %70’ini kapladiginda ICsy doz belirleme
calismasi i¢in ajanlarin uygulamasina gecildi.

2. Atorvastatin Ca (Adooq Bioscience, Cat No: A11800), Rosuvastatin (Adooq
Bioscience, Cat No: A10810) ve CAPE (Selleckchem, Cat. No: S7414)’in 24 saat
stireyle 8 tekrar olacak sekilde 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 80 uM, 100 uM,
500 uM ve 1000 uM konsantrasyonlarinda 8 farkli dozu uygulandi.

3. Tiim ajanlar DMSO’da ¢oziildiigii i¢in kontrol grubu hiicrelerine 9%0.05 lik DMSO
uyguland.

4. 24 saatin sonunda ajan bulunan mediumlar taze ve FBS’siz mediumla ile degistirildi.
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Her bir kuyucuga 100ul medium hacmine 10 pl MTT soliisyonu (5mg/ml) eklenerek 4
saat 37°C, %5 CO, ve %95 hava ortaminda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltildi, olusan formazon kristalleri 100 ul DMSO
ile ¢ozlinerek 570 nm dalga boyunda Optik Dansite (O.D.) degerleri ELISA readerda
(Epoch, Biotek, USA) okundu.

Konsantrasyon ve O.D. degerleri GraphPad Prism Version 8.0.1 (GraphPad Software,
Inc., CA, USA) programina girilip konsantrasyonlarin logaritmalarinin normalize

edilmis O.D. degerlerine gore grafige gecirilip IC50 dozlar1 hesaplandi.

3.4. Hiicre Lizatlarimin Hazirlanmasi

2,2x10° hiicre olacak sekilde 100 mm’lik steril hiicre kiiltiirii petri kaplarina (VWR, PA,

USA) hiicrelerin ekimi yapildi. Petri kab1 tabanin1 %70 kaplayan hiicre hatlarina belirlenen

ICso dozlarinda (Sekil 4.1) 24 saat boyunca Atorvastatin, Rosuvastatin ve CAPE

uygulamasi yapildi. Inkiibasyon sonunda medium atildi ve hiicrelerden buz iizerinde lizis

buffer (%1 TritonX 100, 50mM HEPES Buffer, 100mM Na,HPO4.2H,0, %8 protease

inhibitor cocktail) uygulamasi ile lizatlar elde edildi. Ilgili lizatlardan BCA metodu (

TaKaRa, Shiga, Japan) ile total protein dlgiimii yapildi.

3.4.1. Lizis buffer malzeme listesi

=

o & N

1 tablet proteaz inhibitor kokteyli (Roche Complete, Cat. No: 04.693.116 001) 50
ml’de ¢oziildii (500 ml lizis buffer i¢in bunun 40 ml’si kullanild1).

7,8 gram Na,HPO,4.2H,0 (MERCK, Cat. No: 1.06345.1000)

25 m HEPES Buffer (Biological Industries, Cat. No: 2036697)

5 ml Triton-X 100 (BioShap, Cat. No: OB64740)

10 ml 0,5 M EDTA (SERVA, Cat. No: 39761.02) (TAC ve TOC caligmalarinda EDTA

olmayan lizis buffer kullanilmistir).
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1. 500 ml’lik balon jojeye bir miktar dH,O alindi. Tartilan 7,8 Na;HPO4.2H,0

cOziinlinceye manyetik karistiricida (VELP Scientifica Model ARE, Italy) orta hizda

karigtirildu.

o a0~ WD

Uzerine 25 ml HEPES Buffer eklendi.

Uzerine 40 ml Proteaz Inhibitor Kokteyli eklendi.
Uzerine 5 ml Triton-X 100 eklendi.

Uzerine 10 ml 0,5M EDTA eklendi.

Uzerine dH,0 eklenerek son hacim 500 ml’e tamamlandi.

3.5. BCA Metodu ile Total Protein Ol¢iimii

Total protein ol¢limii icin TaKaRa BCA Protein Assay Kit (TAKARA BIO INC. Cat. No:

T9300A) kullanildi. Kit igerisinde sunulan tiim reaktifler deneysel protokol baslamadan

once oda sicakligina getirildi. Reaktif A ve reaktif B 100:1 oraninda karistirilarak ¢alisma

soliisyonu hazirlandi. Toz halde verilen Bovine Serum Albumin (BSA) standardi dH,O

kullanilarak asagidaki tabloda verilen konsantrasyonlarda hazirlandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. BSA Standartlarinin Hazirlanisi

2 mg/ml BSA Standart Diliient (dH,0) Final
(ul) Konsantrasyon(ug/ml)
120 0 2000
90 30 1500
60 60 1000
45 75 750
30 90 500
15 105 250
10 150 125
0 120 0 (Blank)

1. Reaksiyonlar i¢in 96’lik well plateler kullanildi.

2. Her bir deney grubundan elde edilen hiicre lizatlar1 ve standartlar dublike ¢aligildi.
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3. Bos kuyucuklardan her bir standart ve numune kuyucuguna 10 pl standart/numune
eklendi.

4. Ardindan her bir kuyucuga 200 ul ¢alisma soliisyonu eklendi.

5. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonunda ELISA mikroplaka okuyucuda 562 nm dalga boyunda blanke
kars1 absorbans degerleri okundu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Total Protein Standart Curve Grafigi (R*: 0,996)

3.6. Total Oksidan-Antioksidan Kapasite Analizleri

Son yillarda plazma (serum) veya doku orneklerinde oksidatif stresi belirleyebilmek
amaciyla total oksidan ve total antioksidan diizeylerini, aktivitelerini ve kapasitelerini
belirlemeye yonelik yontemler gelistirilmistir. Bu yoOntemlerde, analizi yapilacak
numunenin total oksidan kapasitesi (TOC) ve total antioksidan kapasitesi (TAC)
belirlenmekte, boylelikle oksidatif stres ile ilgili bir yorum yapilabilmektedir [114]. Total
antioksidan kapasite (TAC) ve total oksidan kapasite (TOC) o6lgtim kitleri ile yapilan
caligmalardan elde edilen bulgularla, analizi yapilan numunedeki glutatyon peroksidaz

(GPx),glutatyon (GSH),katalaz (CAT),siiperoksid dismutaz (SOD) gibi antioksidanlarin ve
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malondialdehit (MDA ),nitrik oksid (NO) gibi oksidanlarin diizeylerinin 6l¢iimleri sonucu
elde edilen bulgularin korelasyon gosterdigi birgok calismada gosterilmistir. Nitekim
oksidan ve antioksidan maddelerin 6l¢limleri ayr1 ayr1 yapilsa bile, oksidatif strese iliskin
bir yorum yapilirken, bu veriler bir araya getirilerek bir sonuca ulasilmaya ¢alisilmaktadir
[115-117]. Bu nedenle, deneysel hiicre kiiltiirii izolatlarindan elde edilecek hiicre kiiltiirii
ekstraktlarindan; total antioksidan kapasite (TAC) ve total oksidan kapasite (TOC)

Olctimleri yapilacaktir.

3.6.1. Total antioksidan kapasite (TAC) analizi:

Olgiim Erel’in gelistirdigi metoda gore [114], numune ve ayiraclar karistirildiktan 5 dakika
sonra spektrofotometrede kinetik okuma yapilarak gerceklestirilecektir. Metot; numunede
bulunan antioksidanlarin, kullanilan ayiraglardaki koyu yesil renkli ABTS+ (2,2’-azinobis-
(3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyonunu indirgeyerek ABTS molekiiliine
doniistiirmesi esasina dayanir. Numunede bulunan antioksidan miktarina bagli olarak
degisebilen, ABTS+ radikalinin ABTS’ye indirgenme orani attik¢a, koyu yesil olan renk
acilmaya, beyazlasmaya baslamaktadir. Spektrofotometrede 660 nm’de okunan absorbans
degerlerinin degisimi, numunede bulunan total antioksidan diizeylerine baghdir. Olgiim
genelde TAC analizlerinde kullanilan, bir vitamin E analogu olan ve Torolox Equivalent
olarak adlandirilan standart antioksidan soliisyonu kullanilarak kalibre edilir. Olgiilen TAC

diizeyleri mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edilecektir.

Olgiim TAC kiti (Rel Assay, Cat. No:RL0024) kullanilarak yapildi. Kit protokoliine gore

asagidaki siralama izlendi.

1. Tim deneysel islemler 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak yapildi.

2. Once tiim kuyucuklara 12 ul standart/numune pipetlendi ve iizerine 200 ul reaktif 1
eklendi.

3. lkinci basamak 30 sn icerisinde tamamlanmasi gerektigi icin reaktif 1 dispenser (Brand
Handy Step, Cat No:20K59584) kullanilarak hizl1 bir sekilde eklendi.

4. 30 saniye i¢inde mikroplaka okuyucu kullanilarak 660 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri okundu ve kaydedildi (Abs 1).

5. Daha sonra her bir kuyucuga 30 ul Reagent 2 eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi.
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6. 10 dakika sonunda mikroplaka okuyucuda 660 nm dalga boyunda absorbans okundu ve
kaydedildi (Abs 2).

7. Blank olarak dH,0, standart olarak 1,0 TroloxEquiv/L kullanildi.

8. AAbs=Abs2 - Absl esitliginden her bir numune, standart ve blank (dH,0) i¢in AAbs
bulundu.

9. TAC= (AAbsH,O — AAbs numune) / AAbsH,O — Aabs standart) esitliginden
hesaplandi.

3.6.2. Total oksidan kapasite (TOC) analizi:

Olgiim yine Erel’in gelistirdigi metoda gore [118], numune ve ayiraglar karistirildiktan 3-4
dakika sonra spektrofotometrede end-point okuma yapilarak gerceklestirildi. Metot;
numunede bulunan oksidanlarin analizde kullanilan ayiragtaki ferrous (Fe*?) iyon
komplekslerini okside ederek ferrik (Fe*®) forma doniistiirme esasina dayanmaktadir.
Oksidasyon reaksiyonu sonucu miktart artan ferrik iyonlar, reaksiyonun asidik ortaminda
bulunan kromojen (kendisi renksiz fakat oksidasyon gibi etkilerle renkli bir bilesik
olusturan madde) ile renkli bir kompleks olustururlar. Olusan rengin yogunlugu numunede
bulunan oksidan maddelerin toplam miktarina bagl olarak degismektedir. Bu degisimler
spektrofotometrede 560 nm’de ve 800 nm’de okuma yapilarak belirlendi. TOC analizi
hidrojenperoksit (H,0,) ile kalibre edildi ve sonuglar hidrojenperoksit equivalent litre
(umol H,0, Equiv./L) olarak ifade edildi.

Olgiim TOC kiti (Rel Assay, Cat. No: RL0017) kullanilarak yapildi. Kit protokoliine gore

asagidaki siralama izlendi.

1. Tim deneysel islemler 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak yapildi.

2. Once tiim kuyucuklara 30 pl standart/numune pipetlendi ve iizerine 200 pl Reagentl
eklendi.

3. lkinci basamak 30 sn icerisinde tamamlanmasi gerektigi icin Reagent 1 dispenser
(Brand Handy Step, Cat N0:20K59584)ile hizl bir sekilde eklendi.

4. 30 saniye i¢inde mikroplaka okuyucu kullanilarak 530 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri okundu ve kaydedildi (Abs 1).

5. Daha sonra her bir kuyucuga 10 ul Reagent 2 eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi.
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6. 10 dakika sonunda mikroplaka okuyucuda 530 nm dalga boyunda absorbans okundu ve
kaydedildi (Abs 2).

7. AAbs=Abs2- Absl esitliginden her bir numune/standart icin AAbs bulundu.

8. TOC= AAbs numune / AAbs standart x Standart konsantrasyonu esitliginden
hesaplandi.

3.7. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

TAC ve TOC 6l¢iimleri yapildiktan sonra, oksidan ve antioksidan dengeye iliskin daha net
yorum yapabilmemize olanak veren oksidatif stres indeksi (OSI) hesapland: [114, 118,
119].

OSI hesaplamasi asagida belirtilen esitligine gore yapildi.

OSI = [(TOC, umol/L)/ (TAC, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]

3.8. Otofaji Assay

Geleneksel bir floresan prob olan monodansilkadaverin, lizozomal / otofajik vakuoller i¢in
yararl bir floresan isaretleyici olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, yiliksek arka plan ve
zayif fliioresan sinyali trettigi bilinmektedir. Otofaji assay; floresan mikroskobu, flow
sitometri ve floresans mikroplate testi ile canli hiicrelerde otofajinin saptanmasi i¢in
optimize edilmistir. Test, hiicresel diizeyde otofajik aktiviteyi izlemek i¢in hizl, spesifik
ve niceliksel bir yaklasim saglamaktadir. Otofaji saptama kitinde saglanan 488 nm-
uyarilabilir yesil floresan saptama reaktifi, otofaji sirasinda lretilen vezikiillerde parlak
sekilde floresan hale gelir ve otofaji yollarin1 modiile ettigi bilinen ¢ok ¢esitli kosullar
altinda dogrulanmistir. Rapamisin ve aglik, otofajinin 1yi bilinen indiikleyicileridir.
Klorokin, lizozomal bir inhibitdrdiir. Rapamisin ve Klorokin, kitte pozitif kontroller olarak
yer almaktadir. Kitte hiicresel c¢ekirdekleri vurgulamak i¢in bir niikleer karsi boyama da
saglanmistir. Bu canli hiicre analizi kiti, hiicresel diizeyde otofajinin diizenlenmesinin

analizi i¢in uygun bir yaklasim saglamaktadir.

Otofaji ¢alismasi, Otofaji Assay Kit (Sigma, Cat. No: MAK138) kullanilarak asagidaki
protokole gore yapildi.
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10.

Deney igin 96 kuyucuklu mikro plakalara her bir kuyucuga 1x10* hiicre ekimi yapildi.
Tiim kuyucuklar %70-%80 konfliiye oldugunda tiim gruplara ait ajan uygulamalari
yapildi.

Pozitif kontrol olarak bir grup hiicre aglikla muamele edildi.

24 saatlik uygulama siiresi bitimine 30 dakika kala otofagozom saptama reaktifi
hazirlandi. Bunun i¢in 20 pl 500X soliisyonu 10 ml Stain Buffer ile seyreltildi (Bu
hacim 96 plakali okuyucunun tamama igin yeterlidir).

24 saatlik uygulama siiresi bitiminde i¢inde deneysel ajanlari igeren besiyeri ortami
kuyucuklardan uzaklastirildi.

Kuyucuklarin kurumasina miisaade edilmeden dispencer yardimi ile hizlica her bir
kuyucuga 100 pl otofagozom saptama reaktifi eklendi.

Hiicreler bu halde dogal biiylime ortamlar1 olan 37°C, %5 CO; ve %95 hava igeren
atmosferde 30 dakika inkiibasyona birakildi.

30 dakika sonunda kuyucuklardan otofagozom saptama reaktifi cekildi ve hiicreler
kitle beraber verilen yikama tamponu ile multikanal pipet (Brand Transferpette S, Cat.
No: BR705912) kullanilarak her defasinda 300 pl hacimde 4 kez yikandi.

Floresans yogunlugu floresan mikroskopunda (Zeis, Axio Observed Z1) mikroskop
kamerasi (Zeis, Axiocam 506 mono) kullanilarak fotograflandi.

Fotograflardaki floresan siddeti image j (version 1.53t) fotograf analiz programi

kullanilarak analiz edildi.

Otofaji analizleri sonrasinda her bir grup i¢in image j programindan elde edilen entegre

yogunluklar, kontrol grubu 100 kabul edilerek, kontrol grubuna kiyasla % otofaji degerleri

olarak hesapland1 ve grafige gecirildi (Sekil 4.11 ve sekil 4.12).

3.9. Total RNA izolasyonu

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi kullanilarak

yapilacak transkripsiyon analizlerinde kullanilacak total RNA hazir ticari kit (EURX,
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit, Cat. No: E3598) yardimi ile asagidaki

basamaklar takip edilerek elde edildi.

1.

Calismada her bir grup i¢in, 100mm’lik steril petri kaplarinda tiretilen, en az 5x106
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hiicre izolasyon protokoliine alinmistir.

Thoma laminda yapilan hiicre sayimi neticesinde tam konflilye olmus her bir
100mm’lik steril petri kabinda ortalama 8,8 x10° adet hiicre iiredigi RNA izolasyon
protokoliinden 6nce tespit edilmisti.

Calismaya baslamadan once her 1 ml RL buffer i¢cin 10 pl beta merkaptoetanol
eklenerek lizis buffer hazirlandi.

Hiicre kiiltiir ortaminda bulunan fenol kirmizis1 izole edilen total RNA ile kontamine
oldugunda UV spektrum Olglimlerini degistirebildigi ve ayrica PCR reaksiyonunu da
inhibe ettigi literatiir verilerinde bulunmaktadir [120]. Bu sebeple her bir petrideki
hiicreler RNA izolasyon protokoliine alinmak iizere kazinmadan 6nce soguk PBS ile 3
kez yikandi (Bu asama fenol kirmizisi kontaminsayonunu engellemek acisindan
olduk¢a 6nemlidir).

Her bir petriye 400 pl lizis buffer eklenerek Cell Scraper (VWR, Cat. No: 734-0386)
yardimu ile hiicreler petrinin tabanindan kazindi.

Kazima islemi sonrasinda lizis tampon igerisinde siispansiyon olusturan hiicrelerin
par¢alanmasin1 hizlandirmak i¢in tampon jelimsi yapt kazanana kadar buz iistiinde
nazikge pipetaj yapildi.

Olusan jelimsi lizat petriden otomatik pipet yardimi ile homojenizasyon spin kolona
alind1.

Homojenizasyon spin kolon 11.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast lizatin homojenizasyon spin kolondan toplama tiipiine gecip
gecmedigi kontrol edildi ve tiim gruplarda lizatin toplama tiipiine gegtiginden emin
olundu.

Lizat1 siizmils olan homojenizasyon spin kolonlar santrifiijden buz kasesi/Cooler
(Agilent, Strata Cooler LP Benctop Cooler, Cat. No: 401349) {izerine ¢ikarildi ve
iizerlerine %96-100’lik etanolden (MERCK) 250 pul eklenip kendiliginden siiziilmesi
beklendi.

Etanolde siiziildiikkten sonra homojenizasyon spin kolonlar atildi. Toplama tiipiine
toplanan siiziintli RNA Binding Spin Kolana aktarild1 ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipline gecen siiziintli dokiildi.

Toplama tiipline tekrar yerlestirilen RNA Spin Kolana 400 pul Wash DN1 eklenip 1
dakika 11.000 g’de santrifiij edildi.

Toplama tiipii yine bosaltilip RNA Spin Kolana tekrar yerlestirildi.

600 ul Wash RBW Buffer eklendi ve 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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15. Toplama tiipii bir kez daha bosaltilip RNA Spin Kolana tekrar yerlestirildi.

16. ikinci ve son kez tekrar 300 ul Wash RBW Buffer eklenip 11.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilip toplama tiipii i¢indeki siiziintliyle beraber atik kabina atildi.

17. RNA Binding Spin Kolon yeni ve steril bir ependorf godeye oturtulup iizerine 50 ul
RNase Free Su eklenip 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

18. Bu son santrifiij islemi neticesinde steril ependorf godenin i¢inde saf RNA toplandi ve
Epoch Biotek Take3 plate’de RNA miktar ve saflik tayini i¢in hazir hale getirildi.

19. RNA saflik ve miktar tayini sonrasi cDNA sentezinde kullanilmak iizere hangi gruptan
kag pl total RNA kullanilacag: tespit edildi ve kalan kullanilmayan total RNA izolatlari
olast B plant i¢in -20 °C’de muhafaza edildi (RNA izolasyon protokoliin her

asamasinda soguk zincirin muhafazasina azami derecede 6zen gosterildi).

3.9.1. Total RNA’nin saflik ve miktarinin dl¢iilmesi

Total RNA izolasyonu sonras1 mikroplate spektrofotometre (Agilent Epoch Biotek,USA)
cihazinin Take3 plate aparatt kullanilarak 1 pl total RNA izolatinda ka¢ ng RNA
bulundugu tespit edildi. Bunun yaninda ultraviole spektrofotometri dl¢timleri ile belirlenen
260nm/280nm orani hesaplanarak grafik iizerinde RNA’nin saflik derecesi de gosterildi
(Sekil 3.3). Ultraviolet spektrofotometri dlgiimleri ile belirlenen 260nm/280nm oran1 ~2
olan izolatlarda RNA’nin saf oldugu kabul edildi ve bu RNA izolatlart cDNA sentez
reaksiyonlarinda kullanildi (Sekil 3.4).

38 %

sorbance

16

k

J mm A

— f‘:i‘,l nm
220 280 340

Wavelength (nm)

Sekil 3.3. Niikleikasitlerin maksimum absorbansi 260 nm dalga boyunda gerceklesir [121].
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Sekil 3.4. RNA miktarlar (ng/pl) ve 260/280nm oranlari.

3.10. cDNA Sentezi

cDNA sentezi hazir ticari kit (A.B.T, Cat. No: C03-01-20) kullanilarak asagidaki protokole

gore yapilmstir.

Reaksiyon tiiplerine sirastyla 2 pl 10 X Reaksiyon Buffer

2,5 mM dNTP karisimindan 1 pl

50 uM Random hexamer igeriginden 2 pl

1 ul’de 200 U’e bulunan Reverse transkriptaz enziminden 1 pl

RNase inhibitérden 0,5 pl

o ok~ wnF

Her bir gruptan reaksiyon karigtmina template RNA olarak 1 pg/ pl konsantrasyonu
uygulanmistir.

7. Buraya kadar eklenen komponentlerin toplam hacmi 6,5 pl’dir. Kitin tavsiye ettigi
reaksiyon hacmi 20 pl’dir. Buna gore su ve template RNA karisiminin toplam hacmi
13,5 pl olmalidir. Bu baglamda her bir gruptan esit miktarda template RNA eklenmesi

icin su ve template RNA’larin reaksiyon hacmine farkli miktarlarda ve son hacimde
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tiim tliplerde 1 pg/ pl konsatrasyonda template RNA olacak sekilde hesaplandi ve buna
gore pipetlendi.

8. Reaksiyon karisimina eklenen tiim komponentler 0,2 ml hacimdeki 8’li PCR
striplerinin (Axygen, Cat. No: 12667212) igerisine alindi ve reaksiyon bu tiiplerin
icerisinde gergeklestirilip olusturulan c¢cDNA’lar kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.

3.10.1. cDNA sentez reaksiyonu

Kitin tavsiye ettigi hacimlerde reaksiyon karigimi yukarida belirtildigi sekilde hazirlandi ve
reaksiyon asagidaki dongii kullanilarak konvansiyonel PCR cihazi (BIORAD T100
Thermal Cycler) yardimi ile gergeklestirildi.

25 °C’de 10 dakika
37 °C’de 120 dakika
85 °C’de 5 dakika

4 °C’de

3.11. Real Time QRT-PCR ile mRNA Ekspresyon Analizleri

Real Time PCR sisteminde sybr green boyasi ¢ift iplikcikli DNA pargasina baglanarak
elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1sima sistemin lazer dedektorii
tarafindan alinarak, bilgisayar ortaminda grafik formatma cevrilir. Olgiilen floresans
siddeti PCR {iriiniiniin miktar1 ile dogru orantilidir. RT-PCR c¢alismalarinda kullanilacak
olan primerlara ait forward ve reverse primerlerinin listesi agagidaki gibi dizayn edildi.
Ilgili gen bolgelerine ait mRNA sekanslart NCBI genbank veri tabindan alinarak primer 3
programi yardimiyla olusturuldu. Ayrica literatiirde ayni primer dizinini kullanan ¢ok

saylida makaleye rastlandi ve kanitlayic1 olmasi agisindan bazilarina atiflar yapildi.

ATF 4 (Activating transcription factor 4):
Forward primer : 5>-GGGACAGATTGGATGTTGGAGA-3’ [122,123]

Reverse primer : 5>~ ACCCAACAGGGCATCCAAGT-3" [122,123]
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Termal Profil: 95 °C’de 5 dakika 1 siklus tutulduktan sonra 40 siklus 95 °C 15 saniye/60°C
60 saniye/72 °C 30 saniye

CHOP (DNA damage inducible transcript 3):
Forward primer: 5’- CTCCCAGAGCCCTCACTCTC-3’ [124,125]

Reverse primer: 5’- TGCTTGAGCCGTTCATTCTC-3’ [124,125]

Termal Profil: 95 °C’de 5 dakika 1 siklus tutulduktan sonra 40 siklus 95 °C’de 15
saniye/°C’de 60 saniye/°C’de 30 saniye

Beta Aktin (House Keeping gen olarak):
Forward primer: 5’- CTCCATCCTGGCCTCGCTGT- 3’ [126]

Reverse primer: 5’- GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3’ [126]

Termal Profil: 95 °C 2 dakika 1 siklus tutulduktan sonra 35 siklus 95 °C’de 30 saniye/62
°C’de 30 saniye/72 °C’de 45 saniye

3.12. Flow Sitometri

Akis sitometri; hareket halinde olan bir akigkanin i¢inden gecirilen hiicre veya partikiillerin
ozelliklerinin Slgiilmesi esasina dayanir. Hiicreler lazer 15181n ontlinden gegerken 151k cesitli
dalga boylarinda kirilir ve hiicrelerin verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan
sinyaller hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi fiziksel 6zelliklerine ve hiicreye baglanan
cesitli florokromlara gore farklilik gosterir. Bu yontemle hiicre ya da partikiiliin
immiinfenotipi, DNA igeridi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlili1 gibi

cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir [127].

Plazma membranindaki degisimler apoptozun erken Ozelliklerindedir. Apoptotik
hiicrelerde, membrane fosfolipiti ve fosfatidilserin (PS) plazma membraninin i¢ ve dis
tarafinda yer degistirir. Boylelikle, PS dis hiicresel ¢evre ile maruz kalir. Annexin V 35-
36kDa boyutunda ve Ca™ bagimli fosfolipit baglanan proteindir. PS‘e karsi yiiksek
afinitesi bulunur ve agikta PS bulunan hiicreler ile baglanir. Annexin V FITC ve PS, ya da
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biotin ve igaretli arttirllmis yesil florosans protein gibi florokromlar ile konjugat olusturur.
Bu yap1 PS‘e kars1 yiiksek afinitesini kaybeder ve bu sebeple apoptoza giden hiicrelerin
akis sitometrik analizi i¢in duyarli bir prob olarak hizmet eder. PS‘in digsallastirilmasinin
apoptozun erken safhalarinda gergeklesmesinden dolayi, Anneksin V boyamasi, erken
satha apoptozu olarak tanimlanabilir ve DNA fragmentlesmesi gibi ¢ekirdekdeki degisiklik
zamanina dayanir. Annexin V boyamasi, membranin biitiinliigiinii kaybetmesine yol agar
ve bununla beraber apoptoz ya da nekrotik siirec ile son evrelerdeki hiicre 6liimlerine eslik
eder. Bu sebeple, propidium iodat (Pl) ya da 7- amino-aktinomisin D (7-AAD) gibi
boyalarla baglanan Annexin V ile boyama islemi, erken apoptotik hiicreler ile dlii ya da

apoptozun son sathasindaki hiicreler ayirt edilmesine yardimci olur.

Flow sitometri analizleri (Beckman Coulter Navios Ex, Clare, Ireland) cihazinda ve hazir
ticari kit (Beckman Coulter, Cat. No: IM3614) kullanilarak asagidaki protokol takip
edilerek gergeklestirildi.

1. Her bir grup icin hiicreler 75 cm®lik steril hiicre kiiltiir flasklarma 2,1x10° hiicre
olacak sekilde ekildiler. Hiicreler flask tabaninin %70-80’nini kapladiginda her bir
grup i¢in ajanlar o gruba ait flasklara 1Csy dozlarinda uygulandi.

2. Higbir kimyasal uygulamasi yapilmayan flasklarin birinden toplanan yaklasik 8,8x 108
hiicre pozitif kontrol yapilmak iizere tripsin EDTA uygulamasi ile flask tabanindan
kaldirilip 15ml’lik steril falcon tiipe alindi. Bu hiicreler apoptozu tetiklemek
maksadiyla buz iizerinde 30 dakika boyunca %3’liikk formaldehit iceren PBS ile
mualeme edildi. Bu grup hiicreler Annexin V boyamasinin dogrulanmasi i¢in analiz

edildi (Sekil 3.5).
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Annexin V FITC

Sekil 3.5. Pozitif kontrol grubunda Annexin V sinyali.

3. 24 saatlik uygulama siiresi sonunda ajan igeren besiyerleri flasklardan uzaklastirildi ve
hiicreler tripsin EDTA uygulamas: ile flask tabanindan kaldirildilip, buz gibi PBS ile
yikanip 15 ml’lik falcon tiiplere toplandi.

4. Her bir gruba ait falcon tiipler 6nceden sogutulmus +4 °C’deki santrifiij kullanilarak
500g’de 5 dakika siireyle santrifiijlendi.

5. Siipernatant atildi1 ve hiicre peleti buz gibi soguk 1X Binding Buffer ile mililitresinde
8x10° hiicre olacak sekilde yeniden siispanse edildi (Bu islemlerin tamami buz
iizerinde yapild1).

6. Adim 5’de elde edilen hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip bunun iizerine 10 pl
Annexin A5-FITC soliisyonu ve 20 ul 7-AAD Viability Dye eklenip nazikge
karistirildi.

7. Tipler bu halde buz iizerinde karanlikta 15 dakika inkiibe edildi. ,

8. Son asamada 400 pl buz gibi soguk 1X Binding Buffer eklendi ve nazikge karistirildi.

9. Flow sitometri cihazinda hazirlanmig olan hiicre siispansiyonlart 30 dakika iginde
analiz edildi.

10. Flow sitometri analizinde her bir gruptan en az 20.000 hiicre saydirildi ve sonuglar
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degerlendirilirken sayilan hiicreler 4 farkli kadranda ele alindi. Buna gore diisik 7-
AAD ve diisiik FITC gosteren 3. kadrandaki hiicreler canli hiicreler, diisiik 7-AAD ve
yiiksek FITC gosteren 4. kadrandaki hiicreler erken apoptotik hiicreler, yiiksek 7-AAD
ve yiiksek FITC gosteren 2. kadrandaki hiicreler sekonder nekrotik hiicreler ve son
olarak yiiksek 7-AAD ve diisiikk FITC gosteren hiicreler ise hasarli canli hiicreler olarak
degerlendirildi (Sekil 3.6).

& KNT2 002
[E] Annexin V FITC / 7-AAD
10°
iD-+: N/A D++: N/A
10°4
i 1.Kadran: 2. Kadran: Sekonder
] Hasarli Canli Nekrotik Hiicreler
(= 1 Hucreler
§ 10°
“Aq ]
10°4 3.Kadran: 4. Kadran:
] CanliHucrele Apoptotik Hiicreler
1D--: N/A D+-: N/A
10° 10¢ 10° 10°

Annexin V FITC

Sekil 3.6. Flow sitometrik analizin yorumlanmasi

3.13. Western Blot Analizi

3.13.1. Western blot analizi icin protein izolasyonu

Western blot analizi i¢in total protein izolasyonu hazir ticari kit kullanilarak (GeneAll

ProteinEx, Cat. No: 701-001) asagidaki protokole gore yapilmistir.

1. Her bir grup i¢in hiicreler 75 cm?lik steril hiicre kiiltiir flasklarma 2,1x10° hiicre
olacak sekilde ekildiler. Hiicreler flask tabaninin %70-80’nini kapladiginda her bir
grup i¢in ajanlar o gruba ait flasklara ICsg dozlarinda uygulandi.

2. Protokole baglamadan 6nce her 50 ml ProteinEx lizis soliisyonuna 1 proteaz inhibitor
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kokteyl tableti (Roche Complete, Cat. No: 11 697 498 001) eklendi.

. 24 saatlik uygulama siiresi sonunda ajan iceren besiyerleri flasklardan uzaklastirildi ve
hiicreler tripsin EDTA uygulamasi ile flask tabanindan kaldirildilip ©nceden
sogutulmus santrifiij icerisinde 2500g’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip
hiicreler 10 ml soguk PBS ile iki kez yikandi ve fenol kirmizis1 ve diger reaktiflerden
ari hale getirildi.

. Yikama islemi neticesinde elde edilen hiicre peleti iizerine 100 upl ProteinEx
soliisyonundan eklendi ve buz iizerinde nazik¢e pipetaj yapilarak pellet haldeki
hiicreler siispansiyon haline getirildi ve 2 ml’lik ependorf godelere alind:.

. Ependorf gode igerisine alinan hiicre siispansiyonunun iizerine 900 pl daha ProteinEx

sollisyonundan eklenerek buz lizerinde nazikge pipetaj yapildi.

. Buz tizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda parcalanmamis hiicreler, zar parcaciklari vs gidermek igin
ependorf gddenin kapagi sikica kapatilip dnceden sogutulmus santrifiijde 16.000 g’de
10 dakika santrijiij edilip silipernatant saklanmak {iizere steril yeni ependorf godelere
alind1.

. Elde edilen total protein izolat1 yukarida belirtildigi sekli ile TaKaRA BCA Protein

Assay Kiti kullanilarak total protein miktarlar1 hesaplandi.

3.13.2. Western blot analizinde kullanilan kimyasallarin hazirlanisi

1X Phosphate Buffered Saline, %0.1 Tween 20 (1X PBST) Hazirlanis1 (Son Hacim
200ml

. Once 10X PBS hazirlandi. Bunun i¢in normalde 200 ml’de ¢dziinen 1 adet
PBS tablet (Sigma, Cat. No: P4417-100TAB) 20 ml’de bir siire manyetik

karistiricida tutularak ¢6ziindii.

. 20 ml 10XPBS, 179,8 ml dH,0 ve 0,2 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich, Cas-
No: 9005-64-5) karigtirilarak toplanda 200 ml PBST hazirlandi.

. %5’lik Non Fat Dry Milk Powder (NFDM) Soliisyonu Hazirlanisi

. 10 g NFDM Powder tartilip 200 ml PBST i¢inde ¢oziildii ve bdylelikle 200
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3.

ml %35 lik NFDM PBST hazirlandi.

1X MES Running Buffer Hazirlanisi

. 10X MES Running Buffer (Biolegend, Cat. No: 426307)’dan 100 ml alip
900 ml dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

3.13.3. Western blot analizi i¢cin protein 6rneklerinin denatiire edilmesi

Protein izolati iizerine 5X SDS PAGE Sample Loading Buffer (ABP Biosciences, Cat.
No: P013), 10X Sample Reducing Agent (Novex Bolt, Ref: B0009) ve toplam hacim
20 ul olacak sekilde su eklendi.

Adim 1’deki sekliyle hazirlanan 20 pl’lik karisimin igerisinde her bir 6rnek i¢in 30 pg
total protein ekstarkti olmasi saglandi.

Adim 1’de hazirlanan karigim konvansiyonel PCR cihazi (BIORAD T100 Thermal
Cycler) kullanilarak 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve hemen ardindan cihazin +4
°C’ye hizlica inmesi saglanarak yiiksek sicaklikta denatiire olan proteinlerin tekrar

renatiire olmamasi saglandi.

3.13.4. Orneklerin jele yiiklenmesi ve SDS PAGE elektroforez

Dikey elektroforez sistemi (Invitrogen Novex Mini-Cell) kendi tanki igerisine
yerlestirildi.

%4-12’1ik Bis-Tris gradient jeli (Invitrogen NUPAGE 4-12% Bis Tris Gel, Cat. No:
NP0323BOX) dikey elektroforez sisteminin jel tutucu klepsleri arasina sikistirildi ve
dikkatlice jel taraklar1 yerlerinden ¢ikarildi.

Onceden hazirlanmis ve +4 °C’de sogutulmus olan 1X MES Buffer elektroforez
tankina dokiildii ve tankin kasetleri arasindan sizip sizmadigi kontrol edildi (Bu
asamada sizdirma olursa elektrik akimi verildikten sonra giic kaynaginda voltaj
dalgalanmalar1 yasandig1 ve bantlarin yamuk ilerledigi 6n denemelerde tespit edildi).
S1zdirmazlik testinden sonra iki jel kasetinin ortasinda kalen tankin core boliimiine 200
ml tankin core dis1 bolgesine ise 600 ml soguk 1X MES Buffer dokiildii.

Tankin core bélgesine dokiilen 200 m1’lik 1X MES Buffer igerisine 500 pl NuPAGE™

Antioxidant eklendi ve homojen karigimi saglandi.
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Protein 6rnekleri jeldeki kuyucuklara yliklenmeden 6nce 200 pl’lik bir otomatik pipete
1X MES Bufferdan c¢ekilerek kuyucuklar hava kabarcigi kalmasina miisaade
edilmeyecek sekilde yikandi.

Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en bastakine ve tekrar jelinin de orta kuyucuguna
dublike sekilde 5 pl protein ladder (BLUeye Prestained Protein Ladder, Cat. No:
PMO007-0500) ytiklemesi yapildu.

Diger kuyucuklara ise yukarida hazirlanis1 verilen denatiire protein 6rneklerinden 20 pl
yiiklendi (Her bir grubun her bir 6rneginden dublike ¢alisildi).

Dikey elektroforez sisteminde kirmizi kirmiziya ve siyah siyaha olacak sekilde gii¢
kaynag1 baglant1 elektrotlar1 takildi ve elektroforez tankinin hazir oldugundan emin
olundu.

Gii¢ kaynagindan elektrik akimi verildiginde tankin icerisinde olugan hava kabarciklari
gozle kontrol edildi.

Elektroforez sisteminden 5 dakika 180 volt ve ardindan 120 volt elektrik akimi
gecirildi. Protein 6rneklerinin jelin diger tarafindan ¢ikisina izin vermeden ve protein

ladderin tamamen acildigindan emin olunduktan sonra 120 voltluk akim da tamamen

kesildi.

3.13.5. Blotlama

1.

Dikey elektroforez sisteminde proteinler yiiriitiildiikten sonra elektrot kablolar1 giic
kaynagindan ¢ikarildi ve tankin kapagi acildi. Jel sikistirma aparat1 gevsetildikten sonra
jel kaseti tankin igerisinden ¢ikarildi.

Jel kaseti, jel bicagi (Gel Knife Each, Thermo: EI9010) yardimi ile kenarlarindaki
bosluklarin ayrilmasi ile acildu.

Jelin tarak kisimlar1 ve jel kasetinin bitim bolgesinde yer alan gorece daha kalin olan
jel bolgeleri jel bigagi ile kesilerek jelden uzaklagstirildi.

Kasetinden kurtarilip fazlalik bolgeleri kesilen jel kirilmasina ve kurumasina miisaade
edilmeden dikkatlice dH,O igerisine alindi.

SDS PAGE jeli iizerindeki proteinlerin nitrosiililoz membrani transferi isleminde
(blotlama) iBLOT?2 Gel Transfer Sistemi (Invitrogen Blot2 NC Regular Stack, Ref. No:
1B23001)kullanildz.

BLOT?2 stacklar1 tek kullanimlik paketleri halinde yer almaktaydi. Her bir paketin

igerisinde 1ise anot ve katot stacklar1 birbirlerinin iistine konulmus sekilde
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10.

11.

12.

13.

bulunmaktaydi. Anot stack igene oturduldugu plastik kisimla beraber iBLOT2 Jel
Transfer Sistemine yerlestirildi.

Sisteme yerlestirilen anot stack lizerine c¢ok dikkatli bir sekilde SDS PAGE jeli
yerlestirildi. Bu islemden hemen sonra jel ve anot stack arasinda hava kabarcigi
kalmamasi igin western blot roller (Thermo, Cat. No: 84747) ile jel ve anot stack
iizerinden nazikge birkag kez gecildi.

Jelin tizerine hizlica kit icerisinde yer alan filtre kagidi dH,O ile islatildiktan sonra
yerlestirildi ve yine hava kabarciklarindan kurtulmak i¢in roller ile nazik¢e iizerinden
birkag kez gegildi.

Katot stack plastiginden uzaklastirildi ve bakir yilizey yukari jelimsi yiizey 1slak filtre
kaginida bakacak sekilde filtre kdgidinin {izerine dikkatlice yerlestirildi ve yine roller
kullanilarak hava kabarciklar1 uzaklastirildi.

Tim hepsinin iizerine en son alimiinyum uzantilar1 olan siinger yerlestirildi.
Alimiinyum uzantilarin iBLOT2 cihazinin metal elektrotlari ile ayn1 hizada yer aldig
gorsel olarak dogrulandi.

iBLOT2 cihazinin kapag: dikkatli bir sekilde kapatildi. Cihazin dijital dokunmatik
ekranindan P3 programi secildi ve 7 dakika igerisinde transfer islemi tamamlandi.
Transfer islemi sonrasinda SDS PAGE jeli {lizerinde yer alan marker bantlarinin
nitroseliilloz membrana gectigi goézlemlendi ve nitroseliloz membran anot ve katot
stacklar arasindan ¢ikarilarak igerisinde dH,O olan kabin igerisine alindi.

Blotlama islemi sonrasi bloklama ve antikor muamelesine gegmeden dnce nitrosiiliiloz
membran {lizerindeki 6rneklere ait muhtemel protein bantlarinin gozlemlenebilmesi igin
protein bantlar1 Ponceau S Staining Solution (Thermo Scientific, Cat. No: A40000279)
kullanilarak gozle goriiliir hale getirildi ve protein bantlarinin birbirinden ayristigindan

emin olundu (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Ponceau S Staining Soliisyonu ile goriiniir hale getirilen protein bantlar

3.13.6. Bloklama

1. Bloklama isleminde kullanilmak iizere %5 NFDM-PBST soliisyonu yukarida
belirtildigi sekilde hazirlandu.

2. iBLOT?2 sisteminden ¢ikarilan nitroseliiloz membran igerisinde 10 ml %5 NFDM-
PBST (Bloklama Soliisyonu) olan temiz bir kaba alind.

3. Igerisinde nitroselilloz membranin oldugu bu kap ¢alkalayici iizerinde hafif hizda

calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

3.13.7. Primer antikor uygulamasi

1. Kullanilan antikor ve sulandirma oranlar1 asagidaki cizelgede verildigi sekliyle yapildi

(Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Western blotda kullanilan primer antikorlar ve sulandirma oranlari

Marka Cat. No. Host Antikor Ad1 | Molekiiler Sulandirma
Agirhig Orani
BT Lab. BT-AP09788 | Rabbit Beta Actin | 41,73 kDa 1:3000
Antibody
FineTest FNab00662 | Rabbit Anti-ATF-4 | 50-58 kDa 1:500
Antibody
FineTest FNab05613 | Rabbit Anti- 39 kDa 1:500
NDUFA9
FineTest FNab01667 | Rabbit Anti-CHOP | 30 kDa 1:500
Antibody

2. Tabloda bilgileri verilen primer antikorlar bloklama soliisyonu (%5 NFDM-PBST)
kullanilarak belirtilen oranlarda sulandirildi.

3. Yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra membran 10 ml diliie edilmis primer
antikor igerisinde bir gece +4 °C’de inkiibe edildi.

4. Ertesi giin +4 °C’den ¢ikarilan membranlar primer antikor soliisyonundan heniiz
cikarilmadan calkalayict iizerinde hafif calkalamada oda sicakliginda 2 saat daha

inkiibe edildi.

3.13.8. Yikama

1. Primer antikor inkiibasyonu bittikten sonra primer antikor soliisyonu ortamdan
uzaklastirildi.
2. Daha sonra nitroseliiloz membran PBST igerisinde 3 kez 5’er dakika boyunca shaker

iizerinde hafif ¢calkalama altinda yikandi.

3.13.9. Sekonder antikor uygulanmasi

1. Bilgileri asagidaki cizelgede verilen sekonder antikor (Cizelge 3.3) bloklama
solisyonu kullanilarak (%5 NFDM-PBST)iireticinin talimatlar1 dogrultusunda
sulandirildu.

2. Tabloda da verilen sekliyle 10.000 kat sulandirma yapmak i¢in 1 pl sekonder antikor
tizerine 9.999 ul %5 NFDM-PBST eklendi.

3. Yikama islemi 2. adimda kullanilan yikama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra
sulandirilan sekonder antikordan 10 ml nitrosiililloz membran iizerine uygulandi ve 1

saat oda sicakliginda hafif ¢alkalama modunda calkalayici tizerinde inkiibe edildi.
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Cizelge 3.3. Western blotda kullanilan sekonder antikor ve sulandirma orani

Marka Cat. No. Antikor Ad1 Sulandirma Orani
BT Lab BT-AS00010 Goat-Anti ~ Rabbit | 1:10000
IgG/HRP
3.13.10. ikinci yikama
1. Sekonder inklibasyonu bittikten sonra sekonder antikor soliisyonu

uzaklastirildi.
. Daha sonra nitroseliiloz membran PBST igerisinde 3 kez 5’er dakika boyunca shaker

tizerinde hafif calkalama altinda yikandi.

3.13.11. Goriintiileme ve bantlarin analizi

. Yikama islemi bittikten sonra membranlar 6 ml ECL Soliisyonu (Advansta
WesternBright ECL, Cat. No: K-12045-D50) igerisine alinarak goriintiileme cihazina
(ChemiDoc-It?, UVP) yerlestirildi.

. ECL Substrati igerisinde bir dakikalik inkiibasyonun ardindan goriintii alindi.

. ChemiDoc-It kemiliiminesans goriintiileyiciden alinan goriintiilerdeki bantlarin gériintii
analizi ile plot grafiklerinin eldesi ve bant genislik ve yogunlugunun rakamsal analizi

Image J programi kullanilarak yapildi.

3.14. istatistiksel Analizler

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Prism version 8.0.1 (GraphPad

Software, Inc., CA, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin Kolmogorov-

Smirnov testi ile normal dagilim gosterip gostermedikleri analiz edildi. Veriler normal

dagilim gosterdigi icin li¢ ya da daha fazla grubun kiyas1 maksadiyla parametrik testlerden

One Way ANOVA testi kullanildi. Degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesi i¢in

Dunnett’s korelasyon analizleri yapildi. P<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Belirlenen 1Csy Dozlarn

MTT analizi neticesinde Atorvastatin 1Cso dozu 30,83 uM, Rosuvastatin ICsy dozu 149,6
uM ve CAPE ICsg dozu 114 uM olarak tespit edildi (Sekil 4.1).

Log[Csy = 2175 uM
105 =149.6 M
R?=09388

10

Log ICsq = 1.489 uM
ICsp = 30.83 uM
R?=0.9963

1004
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Sekil 4.1. Atorvastatin, Rosuvastatin ve CAPE’in IC50 dozlar1.

4.2. TAC, TOC VE OSI Bulgular:

Atorvastatin uygulanan grupta total oksidan kapasite 0,02796 umol H,O, Equiv./mg
protein olarak bulunurken total antioksidan kapasite 0,000748 mmol Trolox Equiv./mg
protein olarak tespit edilip, oksitatif stress indeksi 3814 olarak hesaplanmistir.
Atorvastatinle beraber CAPE uygulanan grupta total oksidan kapasite 0,02818 umol H,0,
Equiv./mg protein olarak tespit edilmisken antioksidan kapasite 0,001211 mmol Trolox
Equiv./mg protein olarak bulunmus olup oksidatif stress indeksi 2551 olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. Total Oxidant Capacity (TOC) (umol H,O, Equiv./mg protein), Total
Antioxidant Capacity (TAC) (mmol Trolox Equivalent/mg protein), Oxidative Stress Index
(OSI) diizeyleri.

Kontrol Rosuvastatin | Atorvastatin CAPE Ros+CAPE Ato+Cape
Ortalama 0,01923? 0,01704% 0,02796" 0,02103? 0,02172° 0,02818°
TOC Standart
Hata 0,002518 0,003939 0,003867 0,003160 0,002016 0,003643
Ortalama 0,001124% 0,000993% 0,000748" 0,001068° 0,00151° 0,001211%
TAC Standart
Hata 0,000142 0,000205 0,0001288 0,0002937 0,0003248 0,0003618
Ortalama 1739° 1797° 3814° 2109 1502° 25517
oSl Standart
Hata 335,2 629,5 686,8 622,9 376,1 872,6

Farkl1 issii ifadelere sahip gruplar arasinda istatistiksel farklilik bulunmaktadir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir.

Rosuvastatin uygulanan grupta total oksidan kapasite 0,01704 umol H,O, Equiv./mg
protein olarak bulunurken total antioksidan kapasite 0,000993 mmol Trolox Equiv./mg
protein olarak tespit edilip, oksitatif stress indeksi 1797 olarak hesaplanmistir.
Rosuvastatinle beraber CAPE uygulanan grupta total oksidan kapasite 0,02172 pmol H,0;
Equiv./mg protein olarak tespit edilmisken antioksidan kapasite 0,00151 mmol Trolox
Equiv./mg protein olarak bulunmus olup oksidatif stress indeksi 1502 olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

8 . Total Oksigan Kapasite £ Total Antioksidan Kapasite
c Q
5000 % ' 0.04-  0.0020 —
* § *_II*_ a z
4000 % 0.03- g |
g0 S 0.0015- o I |
= c )
— 3000} > 2 |
8 ug-'_o.oz- 2 0.0010-
2000 o
8 w
1000 01 é 000057
s =
0- , r . E 0.00- T T T 5 0.0000-
& O < d o o & K& K& £ ;
& F F KRR &FFEER £ ¥ ¥ AR g
& & & oF O & & &P ée (¢) 6,0 o"o {.oo & & ¥ x(y' *ov
S P W N o7 o & 2 O
& 75'0 & o Q_oe V‘}o L ¥ Qpeo v‘.@é Q_o v},

Sekil 4.2. TOC, TAC ve OSlI diizeylerinin karsilastirilmasi.

(* p<0,05)
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Cizelge 4.2. Kontrol grubuna kiyasla gruplar arasindaki Total Oxidant Capacity (TOC),
Total Antioxidant Capacity (TAC), Oxidative Stress Index (OSI) diizeylerinin istatistiksel

karsilastirilmasi.

Gruplarin birbiri ile

%295,00 Giiven

Ortalama Fark Kisaltma P degeri
kiyas1 Aralig
Kontrol VS. -0,0007606 to
) 0,002197 ns 0,1749
Rosuvastatin 0,005154
Kontrol VS. -0,01254 to -
) -0,008729 fakaial <0,0001
Atorvastatin 0,004916
-0,003819 to
-0,001795 ns 0,0911
Kontrol vs. CAPE 0,0002294
Kontrol VS. -0,004476 to -
-0,002488 * 0,0141
Ros+CAPE 0,0005006
Kontrol VS. -0,01217 to -
-0,008949 Fkkx <0,0001
Ato+CAPE 0,005729
Rosuvastatin VS. -0,01468 to -
Atorvastatin -0,01093 0,007173 fakaial <0,0001
Rosuvastatin VS. -0,007634 to -
TOC (pmol H,0, CAPE -0,003992 0,0003493 * 0,0233
Equiv/mg prot) Rosuvastatin  vs. -0,008579 to -
Ros+CAPE -0,004685 0,0007911 wx 0,0092
Rosuvastatin VS. -0,01479 to -
Ato+CAPE -0,01115 0,007503 Fkkx <0,0001
Atorvastatin VS. 0,003443 to
CAPE 0,006934 0,01042 fakeiaie <0,0001
Atorvastatin VS. 0,002488 to
Ros+CAPE 0,006241 0,009993 Fokkox <0,0001
Atorvastatin VS. -0,003711 to
Ato+CAPE -0,0002203 0,003270 fakaiake <0,0001
CAPE VS. -0,004336 to
Ros+CAPE -0,0006933 0,002949 * 0,0233
CAPE VS. -0,01053 to -
Ato+CAPE -0,007154 0,003782 wx 0,0092
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Ros+CAPE VS. -0,01010 to -
Ato+CAPE -0,006461 0,002818 Fhkk <0,0001
Kontrol VS. -0,0001453 to
) 0,0001311 ns 0,5305
Rosuvastatin 0,0004076
Kontrol VS. 0,0002453 to
) 0,0003758 Hokkx <0,0001
Atorvastatin 0,0005063
-0,0001679 to
0,00005637 ns 0,9292
Kontrol vs. CAPE 0,0002807
Kontrol VS. -0,0005959 to -
-0,0003858 falaiad 0,0009
Ros+CAPE 0,0001758
Kontrol VS. -0,0003766 to
-0,00008747 ns 0,8658
Ato+CAPE 0,0002017
Rosuvastatin VS. -5,375e-005 to
Atorvastatin 0,0002446 0,0005430 ns 0,1708
Rosuvastatin VS. -0,0003644 to
CAPE -7,477e-005 0,0002149 ns 0,9743
TAC (mmol Trolox _
) Rosuvastatin VS. -0,0008266 to -
Equivalent/mg
) Ros+CAPE -0,0005170 0,0002073 fakaial <0,0001
protein)
Rosuvastatin VS. -0,0005083 to
Ato+CAPE -0,0002186 7,104e-005 ns 0,2476
Atorvastatin VS. -0,0005970 to -
CAPE -0,0003194 4,183e-005 * 0,0147
Atorvastatin VS. -0,001060 to -
Ros+CAPE -0,0007616 0,0004632 Fkkx <0,0001
Atorvastatin VS. -0,0007408 to -
Ato+CAPE -0,0004633 0,0001857 fakaial <0,0001
CAPE VS. -0,0007318 to -
Ros+CAPE -0,0004422 0,0001525 ikl 0,0004
CAPE VS. -0,0004120 to
Ato+CAPE -0,0001438 0,0001243 ns 0,6229
Ros+CAPE VS. 8,691e-006 to
Ato+CAPE 0,0002983 0,0005880 * 0,0397
Kontrol VS.
OSl -57,65 -789,4 t0 674,1 ns 0,9997

Rosuvastatin
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Kontrol VS.
. -2075 -2647 to -1502 Fokkx <0,0001
Atorvastatin
Kontrol vs. CAPE -369,6 -892,9 to 153,7 ns 0,2549
Kontrol VS.
237,6 -39,69 to 514,9 ns 0,1082
Ros+CAPE
Kontrol VS.
-811,5 -1561 to -62,04 * 0,0302
Ato+CAPE
Rosuvastatin VS.
Atorvastatin -2017 -2692 to -1341 fialaded <0,0001
Rosuvastatin VS.
CAPE -312 -1143t0 519,5 ns 0,7899
Rosuvastatin VS.
Ros+CAPE 295,3 -447,2 t0 1038 ns 0,7503
Rosuvastatin VS.
Ato+Cape -753,9 -1652 to 144,0 ns 0,1186
Atorvastatin VS.
CAPE 1705 945,7 to 2464 fakaial <0,0001
Atorvastatin VS.
Ros+CAPE 2312 1618 to 3007 fakaial <0,0001
Atorvastatin VS.
Ato+Cape 1263 544,0 to 1982 falalel 0,0007
CAPE VS.
Ros+CAPE 607,2 1,893 t0 1213 * 0,0492
CAPE VS.
Ato+Cape -441,9 -1109 to 225,6 ns 0,3146
Ros+CAPE VS.
Ato+Cape -1049 -1855 to -243,3 wx 0,0096

P<0,05 istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir. * @issii ifadenin sayis1 p degerinin kii¢iikliigii ile orantilidir.

Bu verilere dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde TOC degerleri bakimindan;
Rosuvastatin (p: 0,1749) ve CAPE (p: 0,0911) gruplar1 kontrol grubuna benzer bulunmus
fakat Atorvastatin (p<0,0001), Ato+CAPE (p<0,0001) ve Ros+CAPE (p:0,0141) gruplari

kontrol grubuna kiyasla arttig1 bulunmustur.
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TAC degerlerine bakildiginda ise Rosuvastatin (p: 0,5305), CAPE (p: 0,9292) ve
Ato+CAPE (p: 0,8658) gruplart ile kontrol grubu arasinda istatistiki bir farklilik
gbzlemlenmemis fakat Atorvastatin (p<0,0001) grubunda kontrol grubuna nazaran diisiis
Ros+CAPE (p: 0,0009) grubunda ise yiikseldigi tespit edilmistir.

TAC ve TOC analizlerinden elde edilen rakamlar kullanilarak hesaplanan OSI bulgulari
bakimindan ise Atorvastatin (p<0,0001) ve Ato+CAPE (p: 0,0302) gruplar1 kontrol
grubuna kiyasla yiiksek bulunmustur. Fakat Atorvastatin ve Ato+CAPE gruplarim1 kendi
arasinda kiyasladigimizda ise Ato+CAPE grubunda Atorvastatin grubuna nazaran OSI
degerleri agisindan istatistiki anlam1 olacak sekilde bir diisiis oldugu tespit edilmistir (p:
0,0007). Ayrica OSI degerleri bakimindan Rosuvastatin (p: 0,9997), CAPE (p: 0,2549) ve
farklilik

Ros+CAPE (p: 0,1082) gruplarinin kontrol grubuna kiyasla istatistiki

gostermedigi gézlemlenmistir.

4.3. Real Time PCR Bulgulari

Real Time PCR analizi neticesinde ATF4 ve CHOP genlerine ait mRNA ekspresyon
diizeylerinin gruplar arasindaki kiyaslamasi ¢izelge (cizelge 4.3, cizelge 4.4) ve box plot
grafikleri (sekil 4.3, sekil 4.4) verilmistir. Buna gére ATF4 mRNA ekspresyon diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla rosuvastatin, atorvastatin ve CAPE gruplarinda sirasiyla 0,516 (p:
0,009); 0,361 (p:0,003) ve 0,328 (p:0,001) kat azalmis olarak bulundu. ATF4 mRNA
ekspresyon diizeyleri Ros+CAPE ve Ato+CAPE gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla
sirastyla 1,355 kat artmus (p:0,305) ve 0,859 kat baskilanmigs (p:0,61) olarak

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.3. Kontrol grubuna kiyasla ATF4 geni mRNA ekspresyon diizeyleri

ATF4 Ekspresyon | Standart Hata | %95 giiven araligi |p degeri | Sonug
Rosuvastatin | 0,516 0,279 - 0,808 |0,210 - 0,957 0,009 Baskilanma
Atorvastatin |0,361 0,204 - 0,589 0,140 - 0,698 0,003 Baskilanma
Ros+CAPE |1,355 0,692 - 2,315 0,469 - 3,748 0,305 Benzer
Ato+CAPE |0,859 0,459 - 1,400 |0,354-1,576 0,61 Benzer
CAPE 0,328 0,183-0,527 |0,131-0,631 0,001 Baskilanma

P<0,05 istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.

CHOP genine ait mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna kiyasla Ros+CAPE,
Ato+CAPE ve CAPE gruplarinda sirasiyla 1,408 (p:0,02); 1,825 (p:0,008) ve 1,349
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(p:0,007) kat artmig olarak bulunmustur. CHOP geni mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla Rosuvastatin ve Atorvastatin gruplarinda ise sirasyila 1,269 kat artmig

(p:0,136) ve 0,981 (0,873) kat baskilanmis olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil

4.4).

Cizelge 4.4. Kontrol grubuna kiyasla CHOP geni mRNA ekspresyon diizeyleri

CHOP Ekspresyon | Standart Hata | %95 giiven aralig1 | p degeri | Sonug
Rosuvastatin | 1,269 0,939-1,737 0,828 -2,079 0,136 Benzer
Atorvastatin | 0,981 0,762 -1,283 0,623 - 1,539 0,873 Benzer
Ros+CAPE |1,408 1,102 -1,790 ]0,955 - 2,200 0,02 Uyarilma
Ato+CAPE [1,825 1,262 - 2,633 10,984 - 3,289 0,008 |Uyarilma
CAPE 1,349 1,105-1,617 0,993 - 1,806 0,007 |Uyarilma

P<0,05 istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4.3. ATF4 geni mRNA ekspresyon seviyeleri
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Sekil 4.4. CHOP geni mRNA ekspresyon seviyeleri

4.4. Flow Sitometri Bulgular:

Flow sitometrik analizler neticesinde her bir deneysel grubun % apoptotik ve % nekrotik
hiicre igerikleri belirlenmistir. Buna gore; kontrol grubu hiicrelerin ortalama % 1’inde,
Rosuvastatin uygulanan hiicrelerin ortalama %7,275’inde, Ros+CAPE uygulanan

hiicrelerin  ortalama 9%1,103’{inde, Atorvastatin uygulanan hiicrelerin ortalama
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%05,455’inde, Ato+CAPE uygulanan hiicrelerin ortalama %0,532’sinde ve yalniz CAPE
uygulanan hiicrelerin ise ortalama 9%0,852’sinde erken donem apoptotik hiicreye
rastlanmistir (Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7). Bu verilere dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde
kontrol grubuna kiyasla Rosuvastatin (p<0,0001) ve Atorvastatin (p<0,0001) gruplarinda
% apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu gozlenmistir. Her iki statinin CAPE ile olan
kombinasyonlarinda ise hem Ros+CAPE hem de Ato+CAPE gruplarinda, Rosuvastatin ve

Atorvastatin gruplarina kiyasla % apoptotik hiicre sayisinda azalma oldugu tespit edilmistir

(p<0,0001) (Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7).

Kontrol grubu hiicrelerin ortalama % 0,15’inde, Rosuvastatin uygulanan hiicrelerin
ortalama %2,48’inde, RostCAPE uygulanan hiicrelerin ortalama %0,32’sinde,
Atorvastatin uygulanan hiicrelerin ortalama %0,99’unda, Ato+CAPE uygulanan hiicrelerin
ortalama %0,18’inde ve yalniz CAPE uygulanan hiicrelerin ise ortalama %0,26’sinda
nekrotik hiicrelere rastlanmistir (Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7). Bu verilere dayanilarak yapilan
istatistiki analizlerde kontrol grubuna kiyasla Rosuvastatin (p<0,0001) ve Atorvastatin
(p<0,0001) gruplarinda % nekrotik hiicre sayisinda artis oldugu goézlenmistir. Her iki
statinin CAPE ile olan kombinasyonlarinda ise hem RostCAPE hem de Ato+CAPE
gruplarinda, Rosuvastatin ve Atorvastatin gruplarina kiyasla % nekrotik hiicre sayisinda

azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,0001) (Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7).

Cizelge 4.5. Erken apoptotik hiicre ylizdelerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Ortalama Diizeltilmis P
Gruplarin birbiri ile kiyasi Fark %095 gliven aralign | Degeri
Kontrol vs. Rosuvastatin -6,273 -7,248 to -5,298 <0,0001
Kontrol vs. Atorvastatin -4,453 -5,428 to -3,478 <0,0001
Kontrol vs. Ros+CAPE -0,1005 -1,075t0 0,8741 0,9995
Kontrol vs. Ato+CAPE 0,4695 -0,5051 to 1,444 0,6766
Kontrol vs. CAPE 0,1495 -0,8251t0 1,124 0,9967
Rosuvastatin vs. Atorvastatin | 1,82 0,8021 to 2,838 0,0001
Rosuvastatin vs. Ros+CAPE 6,173 5,155 t0 7,190 <0,0001
Rosuvastatin vs. Ato+CAPE  [6,743 5,725 to 7,760 <0,0001
Rosuvastatin vs. CAPE 6,423 5,405 to 7,440 <0,0001
Atorvastatin vs. Ros+CAPE 4,353 3,335 10 5,370 <0,0001
Atorvastatin vs. Ato+CAPE 4,923 3,905 to 5,940 <0,0001
Atorvastatin vs. CAPE 4,603 3,585 t0 5,620 <0,0001
Ros+CAPE vs. Ato+CAPE 0,57 -0,4479 to 1,588 0,5285
Ros+CAPE vs. CAPE 0,25 -0,7679 to 1,268 0,9722
Ato+CAPE vs. CAPE -0,32 -1,338 t0 0,6979 0,9235

p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4.6. Nekrotik hiicre yiizdelerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Diizeltilmis P
Gruplarin birbiri ile kiyasi Ortalama Fark | %95 giiven araligi | Degeri
Kontrol vs. Rosuvastatin -2,333 -2,617 to -2,048 <0,0001
Kontrol vs. Atorvastatin -0,8425 -1,127 t0 -0,5581 |<0,0001
Kontrol vs. Ros+CAPE -0,17 -0,4544 t0 0,1144 |0,4558
Kontrol vs. Ato+CAPE -0,0325 -0,3169 to 0,2519 |0,9992
Kontrol vs. CAPE -0,1175 -0,4019 t0 0,1669 |0,7939
Rosuvastatin vs. Atorvastatin | 1,49 1,206 to 1,774 <0,0001
Rosuvastatin vs. Ros+CAPE  [2,163 1,878 to 2,447 <0,0001
Rosuvastatin vs. Ato+CAPE 2,3 2,016 to 2,584 <0,0001
Rosuvastatin vs. CAPE 2,215 1,931 to 2,499 <0,0001
Atorvastatin vs. Ros+CAPE 0,6725 0,3881to 0,9569 |<0,0001
Atorvastatin vs. Ato+CAPE 0,81 0,5256 to 1,094 <0,0001
Atorvastatin vs. CAPE 0,725 0,4406 to 1,009 <0,0001
Ros+CAPE vs. Ato+CAPE 0,1375 -0,1469 to 0,4219 |0,6705
Ros+CAPE vs. CAPE 0,0525 -0,2319 t0 0,3369 |0,9921
Ato+CAPE vs. CAPE -0,085 -0,3694 t0 0,1994 |0,9363

p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.7. Gruplarin igerdigi apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri

Gruplar | Kontrol Rosuvastatin | Atorvastatin | Ros+CAPE | Ato+CAPE | CAPE

Apoptotik
Hiicreler |1,002+0,24|7,275+0,83 |5,4554+0,913|1,103+0,19 | 0,532+0,073 | 0,852+0,249

Nekrotik
Hiicreler |0,15+0,02 |2,48+0,24 0,99+0,14 [0,32+0,2 0,18+0,04 |0,26+0,05
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Sekil 4.5. Flow sitometrik analizde hiicrelerin ylizdesel degerlendirilmesi

KNT: Kontrol, CAPE: Kafeik Asit Fenetil Ester, ROS: Rosuvastatin, ROSC: Rosuvastatin+CAPE, ATO: Atorvastatin,

ATOC: Atorvastatin+CAPE
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4.5. Western Blot Analiz Bulgular

Western Blot analizleri sonrasinda her bir grup i¢in protein miktarlar1 gere¢ ve yontemde
belirtildigi sekliyle hesaplanmistir. Her bir protein i¢in elde edilen deger house keeping
gen olarak kullanilan beta aktin ¢alismasindan elde edilen degerlere boliinerek normalize
edilmistir. Buna gére ATF4/beta aktin oran1 Kontrol grubunda ortalama 1, Rosuvastatin
grubunda ortalama 1,505, Atorvastatin grubunda ortalama 0,896, CAPE grubunda ortalama
0,884, Ros+CAPE grubundan ortalama 1,045, Ato+CAPE grubunda ortalama 1,046 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.8 ve 4.9) (Sekil 4.8). Bu verilere dayanilarak yapilan istatistiki
analizlerde kontrol grubuna kiyasla Rosuvastatin grubunda ATF4 protein diizeylerinde
artis oldugu (p<0,0001) go6zlenmis bu artisin CAPE uygulmasi neticesinde Ros+CAPE
grubunda Rosuvastatin grubuna kiyasla baskilandigi (p<0,0001) tespit edilmistir.
Atorvastatin uygulanan grupta ise ATF4 protein diizeyleri kontrol grubuna benzer
(p:0,6325) bulunmustur (Cizelge 4.8 ve 4.9). ATF4 protein diizeylerinin CAPE (p: 0,5189)
ve Ato+CAPE (p: 0,981) gruplarinda da kontrol grubuna benzer oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.8).

Cizelge 4.8. Gruplarin western blot bulgulari

Gruplar |Kontrol |Rosuvastatin | Atorvastatin | CAPE Ros+CAPE | Ato+CAPE
ATF4 1+£0,126 | 1,505+0253 0,896+0,058 |0,884+0,013 | 1,045+0,012 | 1,046+0,055
CHOP 1+£0,008 | 1,883+0,244 1,155+0,05 1,145+0,057 |1,17+£0,045 |0,821+0,112
NDUFA9 | 1+0,03 |1,132+0,007 1,097+0,018 | 1,011+£0,096 | 1,040,072 |0,984+0,04

CHOP/beta aktin oran1 kontrol grubunda ortalama 1 bulunmustur. Rosuvastatin grubunda
ortalama 1,883 bulunurken Ros+CAPE grubundan ortalama 1,17 tespit edilmistir.
Atorvastatin grubunda ortalama 1,155 iken Ato+CAPE grubunda ortalama 0,821 oldugu ve
CAPE grubunda ise ortalama 1,145 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10) (Sekil 4.9). Bu
verilere dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde kontrol grubuna kiyasla Rosuvastatin
grubunda CHOP protein diizeylerinde artis oldugu (p<0,0001) goézlenmis bu artisin CAPE
uygulmasi neticesinde Ros+CAPE grubunda Rosuvastatin grubuna kiyasla baskilandig
(p<0,0001) tespit edilmistir. Atorvastatin uygulanan grupta ise CHOP protein diizeyleri
kontrol grubuna benzer (p: 0,183) bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9). CHOP protein
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diizeylerinin CAPE (p: 0,2376) ve Ato+CAPE (p: 0,0917) gruplarinda da kontrol grubuna
benzer oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.9).

NDUFAO9/beta aktin oran1 Kontrol grubunda ortalama 1 bulundu. Rosuvastatin grubunda
ortalama 1,132 bulunurken Ros+CAPE grubundan ortalama 1,04 tespit edildi. Atorvastatin
grubunda ortalama 1,097 iken Ato+CAPE grubunda ortalama 0,984 oldugu ve CAPE
grubunda ise ortalama 1,011 oldugu tespit edildi (Cizelge 4.11) (Sekil 4.10). Bu verilere
dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde kontrol grubuna kiyasla Rosuvastatin grubunda
NDUFA9 protein diizeylerinde artis oldugu (p: 0,0351) go6zlenmis bu artisin CAPE
uygulmasi neticesinde Ros+CAPE grubunda Rosuvastatin grubuna kiyasla diigtirildiigii
fakat bu diisiisiin istatistiki anlam ifade etmedigi (p: 0,3398) tespit edilmistir. Atorvastatin
uygulanan grupta ise NDUFA9 protein diizeyleri kontrol grubuna benzer (p: 0,0955)
bulunmustur (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.10). NDUFA9 protein diizeylerinin CAPE (p:
0,9995) ve Ato+CAPE (p: 0,9974) gruplarinda da kontrol grubuna benzer oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.10).

Cizelge 4.9. ATF4 protein diizeylerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Gruplarin ~ birbiri  ile

kiyasi Ortalama Fark | %95 Giiven Aralig1 | Diizeltilmis P Degeri
Kontrol vs. Rosuvastatin |-0,5048 -0,7454 t0 -0,2641 |<0,0001
Kontrol vs. Atorvastatin | 0,1034 -0,1050 to 0,3118 0,6325
Kontrol vs. CAPE 0,1158 -0,09257 t0 0,3243 10,5189
Kontrol vs. Ros+CAPE | -0,04505 -0,2857 to 0,1956 0,9907
Kontrol vs. Ato+CAPE  |-0,04578 -0,2542 t0 0,1626 0,981
Rosuvastatin VS.

Atorvastatin 0,6081 0,3675 to 0,8488 <0,0001
Rosuvastatin vs. CAPE | 0,6206 0,3800 to 0,8613 <0,0001
Rosuvastatin VS.

Ros+CAPE 0,4597 0,1906 to 0,7288 0,0004
Rosuvastatin VS.

Ato+CAPE 0,459 0,2183 to 0,6996 <0,0001
Atorvastatin vs. CAPE 0,01246 -0,1960 to 0,2209 >0,9999
Atorvastatin VS.

Ros+CAPE -0,1484 -0,3891 to 0,09221 |0,409
Atorvastatin VS.

Ato+CAPE -0,1492 -0,3576 to 0,05925 |0,2597
CAPE vs. Ros+CAPE -0,1609 -0,4016 to 0,07976 |0,3257
CAPE vs. Ato+CAPE -0,1616 -0,3700 to 0,04679 |0,1905
Ros+CAPE VS.

Ato+CAPE -0,0007254 -0,2414 to0 0,2399 >0,9999

p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.
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Cizelge 4.10. CHOP protein diizeylerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Gruplarin ~ birbiri  ile

kiyasi

Ortalama Fark

%95 Gliven Araligi

Diizeltilmis P Degeri

Kontrol vs. Rosuvastatin |-0,8831 -1,112 to -0,6545 <0,0001
Kontrol vs. Atorvastatin  |-0,155 -0,3530t0 0,04296 |0,183
Kontrol vs. CAPE -0,1452 -0,3432 t0 0,05278 [0,2376
Kontrol vs. Ros+CAPE |-0,1701 -0,3987 to 0,05853 |0,225
Kontrol vs. Ato+CAPE |0,1788 -0,01921t0 0,3768 |0,0917
Rosuvastatin VS.

Atorvastatin 0,7281 0,4994 to 0,9567 <0,0001
Rosuvastatin vs. CAPE 0,7379 0,5092 to 0,9665 <0,0001
Rosuvastatin VS.

Ros+CAPE 0,713 0,4574 to 0,9686 <0,0001
Rosuvastatin VS.

Ato+CAPE 1,062 0,8332 to 1,290 <0,0001
Atorvastatin vs. CAPE 0,009817 -0,1882 to 0,2078 >0,9999
Atorvastatin VS.

Ros+CAPE -0,01506 -0,2437 t0 0,2136 >0,9999
Atorvastatin VS.

Ato+CAPE 0,3338 0,1358 to 0,5318 0,0004
CAPE vs. Ros+CAPE -0,02488 -0,2535 to 0,2037 0,9993
CAPE vs. Ato+CAPE 0,324 0,1260 to 0,5220 0,0006
Ros+CAPE VS.

Ato+CAPE 0,3489 0,1202 to 0,5775 0,0013

p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.11. NDUFA9 protein diizeylerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Gruplarin ~ birbiri  ile

kiyasi Ortalama Fark | %95 Giiven Aralig1 | Diizeltilmis P Degeri
-0,2578 to -

Kontrol vs. Rosuvastatin |-0,1323 0,006840 0,0351

Kontrol vs. Atorvastatin  |-0,0974 -0,2061 to 0,01127 |0,0955

Kontrol vs. CAPE -0,01087 -0,1195 t0 0,09780 |0,9995

Kontrol vs. Ros+CAPE  |-0,03982 -0,1653 to 0,08566 |0,9134

Kontrol vs. Ato+CAPE  [0,01542 -0,09325t00,1241 |0,9974

Rosuvastatin VS.

Atorvastatin 0,03492 -0,09056 to 0,1604 |0,9483

Rosuvastatin vs. CAPE  [0,1215 -0,004032 to 0,2469 | 0,0614

Rosuvastatin VS.

Ros+CAPE 0,0925 -0,04779 t0 0,2328 |0,3398

Rosuvastatin VS.

Ato+CAPE 0,1477 0,02226 t0 0,2732 |0,0153

Atorvastatin vs. CAPE 0,08653 -0,02214 t0 0,1952 |0,1702

Atorvastatin VS.

Ros+CAPE 0,05758 -0,06790 t0 0,1831 |0,7022

Atorvastatin vs.|0,1128 0,004154 to 0,2215 {0,039
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Ato+CAPE

CAPE vs. Ros+CAPE -0,02895 -0,1544 to 0,09653 |0,9764
CAPE vs. Ato+CAPE 0,0263 -0,08238t0 0,1350 |0,9711
Ros+CAPE VS.

Ato+CAPE 0,05525 -0,07024 t0 0,1807 |0,7358

p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.8. ATF4/Beta Aktin protein diizeyi oraninin gruplar arasi kiyasi.
(* p<0,05)
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Sekil 4.9. CHOP/Beta Aktin protein diizeyi oraninin gruplar arasi kiyasi.
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Sekil 4.10. NDUFA9/Beta Aktin protein diizeyi oraninin gruplar aras1 kiyasi.
(* p<0,05)



Resim 4.1. Beta Aktin proteinine ait western blot goriintiisii

L ROS ATO1 ATO2 CAPE1 CAPE2 ROSC ATOC1 ATOC2 K1 K2

Resim 4.2. ATF4 proteinine ait western blot goriintiisii
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Resim 4.3. CHOP proteinine ait western blot goriintiisii

Resim 4.4. NDUFADO9 proteinine ait western blot goriintiisii
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4.6. Otofaji Assay Bulgular:

Otofaji analizleri neticesinde kontrol grubuna kiyasla % otofaji degerleri Rosuvastatin
grubunda ortalama 83,02; Atorvastatin grubunda ortalama 84,02; CAPE grubunda
ortalama 374,9; Ros+CAPE grubunda ortalama 391,5; Ato+CAPE grubunda ortalama
420,3 olarak hesaplandi (Resim 4.5) (Cizelge 4.12).

KONTROL CAPE

ROSUVASTATIN ROS+CAPE

ATORVASTATIN ATO+CAPE

Resim 4.5. Floresans mikroskoptan alinan otofaji goriintiileri
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Sekil 4.12. Gruplar aras1 % otofaji bulgular
(* p<0,05)

Kontrol
Rosuvastatin
Atorvastatin
CAPE
Ros+CAPE
Ato+CAPE

Cizelge 4.12. Otofaji diizeylerinin gruplar arasi istatistiksel kiyaslanmasi

Gruplarin ~ birbiri  ile

kiyasi Ortalama Fark

%95 Gliven Araligi

Diizeltilmis P Degeri

16,98
Kontrol vs. Rosuvastatin

-41,94 to 75,91

0,9561
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15,98 -42,95to 74,91 0,9661
Kontrol vs. Atorvastatin

-274,9 -333,9t0 -216,0 <0,0001
Kontrol vs. CAPE

-291,5 -350,4 to -232,5 <0,0001
Kontrol vs. Ros+CAPE

-320,3 -379,2 to -261,4 <0,0001

Kontrol vs. Ato+CAPE

Rosuvastatin vs. |-1,007 -59,94 to 57,92 >0,9999
Atorvastatin

-291,9 -350,8 to -233,0 <0,0001
Rosuvastatin vs. CAPE
Rosuvastatin vs. [-308,5 -367,4 to -249,5 <0,0001
Ros+CAPE
Rosuvastatin vs. [-337,3 -396,2 to -278,4 <0,0001
Ato+CAPE

-290,9 -349,8 to -232,0 <0,0001
Atorvastatin vs. CAPE
Atorvastatin vs. [-307,4 -366,4 to -248,5 <0,0001
Ros+CAPE
Atorvastatin Vvs. [-336,3 -395,2 to -277,4 <0,0001
Ato+CAPE

-16,54 -75,47 to 42,39 0,9607
CAPE vs. Ros+CAPE

-45,38 -104,3 to 13,55 0,2221
CAPE vs. Ato+CAPE
Ros+CAPE Vs. |-28,84 -87,77 to 30,09 0,6993

Ato+CAPE
p<0,05 istatistiki anlamlilik olarak kabul edilmistir.

Bu verilere dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde Rosuvastatin (p: 0,9561) ve
Atorvastatin (p: 0,9661) gruplarinda % otofaji degerleri kontrol grubuna nazaran
istatistiksel olarak benzer bulunmustur. % otofaji degerleri CAPE, Ato+CAPE ve
Ros+CAPE gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla artmis (p<0,0001) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.11 ve 4.12) (Cizelge 4.12).
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5. TARTISMA

Zeng ve Liu yaptiklar ¢alismada 20 mg/giin dozunda atorvastatin tedavisi uyguladiklari
diyabetik sicanlarin karaciger dokusunda oksidatif stres seviyelerinin yikseltildigini ve

antioksidan enzim aktivitelerinin ise azaltildigini tespit etmistir [128].

Pal ve arkadaslar1 saglikli fareleri 6 gruba ayirip biri kontrol grubu olmak iizere diger
gruplara 8 hafta boyunca sirastyla 1 mg/kg/glin, 5 mg/kg/giin, 10 mg/kg/giin, 30
mg/kg/gin ve 50 mg/kg/glin dozlarinda Atorvastatin uygulamis ve yiiksek doz

Atorvastatin kullaniminda oksidatif stresin arttigini tespit etmistir.

Urbano ve arkadaslar1 kronik Atorvastatin kullanicist olan hastalarda tip 2 diyabete
yakalanma oranimin kullanmayanlara nazaran yiiksek olduguna yonelik yayinlara
rastladiklarimi [130-132] rapor etmistir [133]. Bu sebeple Nature dergisinde yayinlanan
caligmalarinda Atorvastatinin dogrudan pankreas beta hiicrelerinde oksidatif stres ve
mitokondriyal hasara yonelik etkilerini arastirmistir. Yaptiklari ¢alismada pankreas beta
hiicrelerine 24 saat ve 48 saat boyunca 10 ng/ml ve 100 ng/ml dozlarinda Atorvastatin
uygulamistir. Sonugta hem maruziyet siiresinin uzamasiyla hem de dozun artigiyla orantili

olarak beta hiicrelerinde oksidatif stresin artirildigi gosterilmistir [133].

Ozyurt ve arkadaslar1 anestezi uygulanmis sicanlarda 2 saat boyunca tek tarafli (sag)
femoral arter klipslenmesi ve ardindan 2 saat reperfiizyon ile iskemi olusturmuglardir. 2
saatlik reperfiizyondan sonra ven6z kan 6rnegi ve sag gastroknemius kasindan biyopsi
ornegi almiglardir. Plazma ve doku, MDA, SOD ve NO metabolitlerini analiz ettiklerinde
hem doku hem de plazma NO seviyeleri, MDA seviyeleri, SOD aktiviteleri, kontrol
gruplarina kiyasla iskemi reperfiiyon grubunda onemli Slgiide arttigim1 ve bu durumun
intraperitoneal CAPE verilmesi sonucunda tersine gevrildigini bu bakimdan CAPE’in
isket kaslarmi oksitatif hasardan koruyucu oldugunu rapor etmislerdir [134]. Benzer
sekilde Xu ve arkadaslar diiz kas hiicrelerinde NADPH oksidazi aktive etmekle siiperoksit
anyonu olusumuna neden olan anjiotensin 2 ile indiiklenen oksidatif stresin CAPE

uygulamasi ile azaltildig1 gostermistir [135].
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Tez kapsaminda yapilan oksidatif stres analizlerinde yukarida sunulan literatiir verilerine
benzer sekilde Atorvastatin uygulanan grupta kontrol grubuna nazaran OSI degerinin
istatiki anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu (p<0,0001) ve antioksidan kapasitenin ise
yine kontrol grubuna kiyasla istatiski anlamli olacak sekilde diisik bulundugu
gozlemlenmistir (p<0,0001). Yine tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgulara gore
CAPE uygulamasi ile atorvastatinin neden oldugu oksidatif stress yukarida sunulan
literatiir bilgilerine paralel olarak OSI degerlerini baskilamis ve atorvastatinin neden

oldugu oksidatif hasar1 tersine ¢cevirmistir (p: 0,0007) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

Her ne kadar Atorvastatinin oksidatif hasara neden olmasi ile alakali yayinlar olsa da
bunun tersini sdyleyen yayinlara da rastlanmistir. Bu yayinlarin ¢ogu hipekolesterolemili
hastalarin ~ statin ~ kullanimima  yonelik  ¢alismalar  oldugu tespit  edilmistir.
Hiperkolesterolemi, esas olarak NO’i yok edebilen ve damar duvarindaki yararli ve
koruyucu etkilerini bozabilen serbest oksijen radikallerinin iiretiminden kaynaklanan
endotelyal  disfonksiyon ile iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla basli  basina
hiperkolesterolemi oksidatif stres ag¢isindan risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir
[136-138]. Zaten hiperkolesteroleminin yol agtigi bir oksidatif stresin oldugu in-vivo
calismalarda Atorvastatinin hiperkolesterolemiyi baskilamak suretiyle oksidatif stresten
korunma agisindan olumlu katkilarinin oldugu bilinmektedir [139]. Bu baglamda bu tez
caligmas1 kapsaminda ele alinan her iki statin i¢in de uygulanan doz, uygulama siiresi ve

hiperkolesterolemi varliginin OSI degeri acisindan 6nemli oldugu diistiniilmiistiir.

Erboga ve arkadaslar1 siganlarda kadminyumun neden oldugu apoptozise karsi CAPE
uygulamasinin koruyucu etkinlikte oldugunu gostermistir [140]. Bir baska ¢alismada ise
Aydin ve arkadaglari ratlarda yaptiklart deneylerde CAPE’in metilprednizolondan daha
anti-apoptotik etkinlikte oldugunu ve CAPE’in omurilik yaralanmalarinda apoptozu

onleyerek olumlu etki yaptigini rapor etmislerdir [141].

Eser ve arkadaslar1 bir nikotinik asetilkolin reseptdor agonisti olan imidaclopridin

apoptozise neden oldugunu histopatolojik olarak gosterip CAPE ile kombine edilmesi
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halinde ise apoptozun tersine cevrildigini ve CAPE’in antiapoptotik bir rol oynadigini

gostermislerdir [142].

Pal ve arkadaglar1 hem western blot ile Bax, Bcl-2, Cas9 ve Cas3 protein diizeylerine ve
bu proteinlerin fosforillenme miktarlarina bakilarak hem de TUNEL yontemi ile yiiksek

doz Atorvastatin uygulamasinin apoptoza neden oldugunu rapor etmislerdir [143].

Tez calismas1 kapsaminda yukarida sunulan literatiir verileri ile paralel olacak sekilde
flow sitometrik analizler neticesinde elde edilen veriler hem atorvastatinin hem de
rosuvastatinin 1Csp dozunda uygulanmalari apoptotik hiicre sayisini kontrol grubuna
nazaran istatistiksel anlamli olacak sekilde artirmigtir (p<0,0001). Ayni gruplara CAPE
kombinasyonu yapildiginda ise apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubu seviyesine
diisiiriildiigii yani statinlerin neden oldugu apoptotik hasarin CAPE uygulamasi ile tersine
cevrildigi gozlemlenmistir. CAPE’in tez calismasi ile ortaya konan anti-apoptotik
etkinligi yukarida sunulan litatiir verileri ile parelellik gostermektedir (Cizelge 4.5, 4.6 ve
4.7).

Otofaji, hiicrenin apoptozun geri dondiiriilemez ve nihai ¢oziimiine bagvurmadan Once
stresi azaltma girisimini temsil etmektedir. Dolayisiyla otofaji hiicrede strese neden
olabilecek bir¢ok uyurana karsi koruyucu bir mekanizma gibi devreye girebilmektedir. Bu
nedenle, otofaji ve apoptoz arasindaki diizenleyici baglarin olusumunun, belirli bir stres
sinyaline daha kontrollii ve kesin bir yanit sagladigi i¢in hiicrelere evrimsel bir avantaj

sagladig diistiniilmektedir [144].

Yang ve arkadaslar1 in vivo olarak Sprague-Dawley siganlarinda in vitro olarak ise HSC-
T6 hepatik hiicre hatlarinda CCly ile indiiklenen bir karaciger fibroz modelinde karaciger
fibrozuna kars1t CAPE'nin etkilerini arastirdiklar1 calismada CAPE’in otofajiyi tektiklemek
suretiyle karaciger fibrogenizini zayiflatarak karaciger fibrozuna kars1 koruyucu etkinlikte

oldugunu gostermislerdir [145].

Eger hiicreler otofajiden kagabilirlerse apotozise giden siire¢ baslamaktadir [10]. Bu tez
caligmast kapsaminda otofaji calismalarinda her iki statinin de otofajiden kaginabildikleri

gozlemlenmistir. Bu sonucumuzla parelel olarak literatiir verilerinde de HMGCO0A
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rediiktazin otofajiyi tetikledigi dolayisiyla HMGCoA rediiktaz inhibitdrlerinin bu agidan
antiotofajik etkinlikte oldugu vurgulanmaktadir [146].

Dikic ve arkadaslar1 Nature Reviews dergisinde yayinladiklar1 derlemelerinde; otofajinin
norodejeneratif hastaliklarin kusurlu mitokondri ve toksik protein kiimelerini ortadan
kaldirarak norodejenerasyona karsi koruma sagladigini ve azalan otofaji aktivitesinin (yasa
bagli, farmakolojik veya genetik nedenli) bu nedenle norodejeneratif hastalik riskini
artirdigim1 ~ vurgulamigtir.  Hatta otofajinin  yapay olarak disaridan uyarmmi ile
ndrodejeneratif hastaliklara kars1 etkili bir terapdtik strateji olabilecegini one stirmiiglerdir
[147]. Bu baglamda otofaji g¢alismamizda hem Rosuvastatin (p: 0,9561) hem de
Atorvastatininin (p: 0,9661) kontrol grubuyla benzer bulunmasi ve hem Rosuvastatin hem
de Atorvastatinin flow sitometrik analizlerle apoptozu kontrol grubuna nazaran artirmasi
(p<0,0001) sonucunda her iki statinin de uygulandig: hiicreler otofajiye yakalanmadiklar

icin apoptoza siiriikklendikleri yorumu yapilmistir (Sekil 4.11 ve 4.12) (Cizelge 4.12).

HMG-CoA rediiztaz inhibisyonu, BIP/GRP78'deki bir artisla UPR/ER stresini ve apoptozu
desteklemek i¢in CHOP'u aktive eden ATF4 ve PERK'in aktivasyonunu tesvik etmektedir.
IREal ayrica apoptozu daha da destekleyen Bcl-2 kaybma katkida bulunan JNK
fosforilasyonuna (P-JNK) yol agmaktadir [148].

Calismamiz kapsaminda western blot teknigi ile analiz edilen ER stresi i¢in birer belirteg
olan ATF4 ve CHOP protein diizeyleri Atorvastatin uygulanan grupta kontrol grubuna
nazaran benzer bulunmustur (p: 0,6325). Rosuvastatin uygulanan grupta ise her iki protein
diizeyi de kontrol grubuna nazaran artirilmistir (p<<0,0001). Bu bakimdan RD hiicre
hatlarinda Atorvastatin uygulamasi ile ER stresi gdzlenmezken Rosuvastatin uygulamasi
ER stresi olusmustur. Calismamizda Rosuvastatin uygulamasi ile ATF4 {izerinden CHOP
seviyeleri artirilmak suretiyle apoptotik siirecin baslatildigi yorumu yapilmistir (Sekil 4.8

ve 4.9).

NDUFA9, mitokondri i¢ zarinda yer alan elektron tasima zincirindeki ilk enzim kompleksi
olan NADH: ubikinon oksidorediiktazin (kompleks I) hidrofobik protein fraksiyonunun bir
alt birimidir. NDUFA9 cogu zaman elektron tasima zinciri kompleks I’in fonksiyonel

durumu ile iliskilendirilmekle beraber [149] literatiir verilerinde statinlerin ve CAPE’in
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NDUFA9 iizerine yaptigi etkilere yonelik verilere rastlanamamistir.  Caligmamizda
western blot teknigi ile NDUFA9 diizeylerinin analizinde Atorvastatin uygulanan grupta
kontrol grubuna nazaran bir fark bulunmazken (p: 0,0955) Rosuvastatin uygulanan grupta
kontrol grubuna nazaran yiikseklik tespit edilmistir (p: 0,0351). Bu baglamda
Rosuvastatinin kompleks I tizerinden mitokondriyal aktivasyona neden oldugu fakat ayni
etkinin Atorvastatinde gozlenmedigi tespit edilmistir. Rosuvastatinin  CAPE ile
kombinasyonu neticesinde NDUFA9 diizeylerinde diisiis gozlenmis fakat bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p: 0,3398). Rosuvastatin uygulanan hiicrelerin
mitokondriyal aktivasyonu tesviki yoluyla ATP iiretimini de tesvik edecegi ve enerji
yokluguyla iligkilendirilen otofajiden bu yolla kaginmig olabilecegi diger taraftan
otofajiden kacist nedeniyle apoptoza maruz kalinan yolun engellenemedigi diistiniilmiistiir

(Sekil 4.10)

Tez caligmasi kapsaminda Atorvastatin ve Rosuvastatinin miyopatiye neden olabilecegini
diisiindiiren yolaklar deneysel olarak test edilmis ER stres yolag: hari¢ diger yolaklar i¢in
finansal zorluklar nedeniyle molekiiler diizeyde ayrintili analizer yapilamamistir. Bu
durum tez caligmasinin en dnemli kisitliligr olarak degerlendirilmistir. Bir diger kisitlilik
ise otofaji ¢aligmalarinda her ne kadar otofaji gdzlenen gruplarda ¢ok bariz bir floresans
yogunlugu gozlense de bu yogunluk 96’lik plakalardan rastgele ¢ekilen fotograflarin imaj
analiz programinda analiz edilmesi ile rakama doniistiiriilmiistiir. Sigmadan temin edilen
otofaji kiti floresan mikroskopi goriintiilerinden otofajinin analiz edilebilecegini
sOoylemesine karsin, floresans mikroplaka okuyucu ile yapilacak bir 6l¢liimiin ¢ok daha
gecerli ve genellenebilecek sonuglar verecegi diisliniilmiis ve bu durum tez ¢calismasinin bir

diger kisitlilig1 olarak degelendirilmistir.
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6. SONUC

Statinlerin yiiksek dozda ve kronik kullaniminda kas hasarina neden olarak serum CK
aktivite artis1 ve serum kreatinin diizeylerinde yiikselme ile nadirde olsa rabdomyoliz
neticesinde bobrek yetmezligine giren hastalara dahi rastlanilabilmektedir. Yiiksek doz
statin kullanim ileri diizeyde bir hasar birakmasa dahi kas agrilar1 nedeniyle kullanimina
ara verilebilmekte hatta kullanmaktan vazge¢ilmektedir. Statinlerin kardiyovaskiiler
hastaliklardan korunmada sagladiklar1 fayda ise tartigmasizdir. Bu bakimdan statin
kullanimini terk etmek zorunda kalan hastalarin hiperkolesterolemiyi baskilamak adina ¢ok
fazla secenegi de bulumamaktadir. Bu sartlarda statin kullaniminin hasta yararia oldugu
durumlarda statinlerle beraber CAPE kombinasyonunun olumlu etkileri olabilecegi
deneysel olarak bu tez calismasinda gosterilmistir. Bu baglamda en c¢ok regetelenen ve
kaslar ilizerine yan etki gosterdiginden siiphelenilen statinlerden olan Atorvastatini ve
Rosuvastatini tez ¢alismasinin kapsamina almaya karar verilmistir. Her iki statinin de
neden olacagt muhtemel olumsuzluklarin bertarafinda ise koruyucu ajan olarak
kardiyoprotektif etkinligi kanitlanmis fakat iskelet kaslari lizerine etkisi heniiz bilinmeyen
bir ajan olan CAPE tercih edilmistir. Atorvastatin uygulanan grupta kontrol grubuna
nazaran oksidatif stresin, apoptotik hiicre sayisinin, nekrotik hiicre sayisinin artirildig
tespit edilmistir. Bu baglamda Atorvastatinin oksidatif stres olusturarak apoptoza giden
yolu agmis olabilecegi diistinlilmiistiir. Rosuvastatin uygulanan grupta ise kontrol grubuna
nazaran ER stres belirtecleri olan ATF4 ve CHOP protein diizeylerinin artigi1 ve bu yol
iizerinden hiicrelerin apoptoza gittikleri tespit edilmistir. Yine NDUFA9 protein
diizeylerini artirmak suretiyle mitokondriyal aktivitenin artirildigi ve bu yolla Rosuvastatin
uygulanan hiicrelerde otofajiden kaginilabildigi de degerlendirilmistir. Her iki statinin de
farkli yolaklar {izerinden apoptoza neden olduklar1 degerlendirilip her iki statinin
miyopatiye neden olabilecek bu olumsuz etkilerinin CAPE ile beraber kombine edilmeleri
durumunda geriye dondiiriildiigii CAPE’in bu anlamda statin aracili miyopati agisindan

koruyucu 6zelikte oldugu tespit edilmistir.
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